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DECOMPOSITION OF UREA BY UREASE. 


(The kinetics of Enzyme Reaction. I.) 
By 


SHIROKICHI MORI. 


(From the Institute of Physiology, Kyoto Imperial University. 
Performed under the direction of Prof. R. Shoji.) 


(Received for publication, May 5, 1927.) 


INTRODUCTION. 


The studies hitherto carried out on the action of urease are 
tremendous, and yet the kinetics of the action have not been 
explained decisively. The most simple conception is to regard 
it as a first order reaction, 


CO(N H2)2 ar H,0 — CO, = QNH, 
and to give the velocity equation 


bk=+ttn 
t a2 

where a is the initial concentration of urea, x the concentration 
of urea decomposed till the time t from the beginning, and k 
the velocity coefficient. This equation was, however, found not 
to be applicable to the experimental results, and so the mode 
of action of the urease has been left to be solved by further 
investigations.. Van Slyke and Cullen regarded the process 
as a consecutive reaction of two stages, namely, first, the 
combination of the enzyme and urea, and secondly, the disrup- 
tion of the combination, thus 

GQ) BE+U=EU 

(2) EU=E + CO, + 2NHs; 
where E and U represent the enzyme and urea respectively. 
From this assumption they introduced the velocity equation of 
the reaction, 


bo 
oe 
= 
O 
= 


eds az d 


where E is the concentration of the enzyme, aud ¢ and d the 
velocity constant of the successive reactions (1) and (2) respec- 
tively. 

After the two scholars above mentioned, Lévgren (1921) 
refused to admit the Van Slyke equation and maintained that 
the reaction was of the first order at the beginning, but not 
certainly so at a later period. On looking at all the 14 experi- 
ments carried out by him (pp. 269—274), we judge that his 
conclusion is not altogether beyond doubt. In most of them 
he made the measurements at three periods, (4 experiments at 
4 periods) and in the last period, the decomposition proceeded 
from 6 to 89% of the total urea. In 6 cases of them, where 
decomposition had gone to great lengths (73—89% at the last 
_ period) the velocity coefticient & increased with the time, while 
in the other cases, where the measurements were cut off at 
rather earlier periods, before the decomposition had reached 
60% of the total urea, & decreased with time or remained 
practically constant. On studying the reaction velocity, however, 
we find it is not sufficient to measure only at three or four 
periods; much more detailed measurements are required. 

That the action of urease was largely influenced by the 
hydrogen ion concentration of the medium, was first pointed out 
by Van Slyke and Sacharias, and emphasized by Lévgren. 
The latter used a fairly highly concentrated solution of phosphate 
as the buffer, and yet could not be relieved of the change in 
the Pu. 

Our present subject is to study whether or not the reaction 
can be proved as of the first order, when the reaction gets rid 
of the influence of the variation of the Pu. Van Slyke’s 
supposition, that the ehzyme. makes a compound with the 
substrate, would come into question, if the reaction be confirmed 
undoubtedly not to be of the simple first order. 
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Lévgren (1928) later proposed a general equation, taking 
all conceptible factors as variables. Our discussion on this point 
will be postponed, and we will consider our present problem to 
be simply the mechanism of the enzyme reaction. 


MeEtTHOoDs. 


Urease: The enzyme solution was prepared from soy beans. 
Dried beans were powdered to a fine dust, and the powder was 
dried further to a certain extent,°and kept in an airtight vessel. 
In the experiment one portion of the powder was infused into 
five portions of water for two hours at room temperature with 
occasional agitation, and then the solid particles were separated 
by centrifuging for two hours and the supernatant liquid was 
used as the enzyme solution. 

Lévgren recommended the use of the fresh prepared 
solution because of its lack of perfect stability. In oar preli- 
minary test, it was found that, when the urease solution thus 
prepared was kept in a refrigerator, its activity decreases gradual- 
ly for about 12 hours, and then remains almost constant. for 
about 100 hours. An example of this test is given in Table I. 
Therefore in all our experiments, the urease solution was used 
after being stored in the refrigerator for 12 hours. When the 
enzyme solution was kept at room temperature, it was observed 
that the activity of the solution decreased gradually without 
stopping. See Table II. 

Estimation of the degree of decomposition of urea at 
desired periods: For this purpose, the amount of the remaining 
urea or that of the ammonia produced may be measured. [See 
Livgren (1921) p. 229]. For the former, Liebig’s method was 
tried, and it was found unsatisfactory since the endpoint of 
titration was indistinct. For the estimation of the ammonia 
produced, the method of steam distillation, with the addition 
of carbonate was first tested and this was also found unsatis- 
factory, the value found being too small, and moreover it was 
observed that the’ urea without urease is decomposed to a certain 
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extent by steam distillation. Eventually, Folin’s method 
found its way to our test and proved to be quite satisfactory, 
being in addition recommended by Lévgren. Our apparatus is 
sketched in Fig. 1. This follows that of Lévgren, but differs 
in the following points: The reaction flask is closed with a 


Higa: 


ground joint stopper. It was found that with a rubber stopper 
a certain amount of ammonia may be lost. The tube for 
introducing the CO,-free air, and that leading to the titration 
flask, bear each a stopcock; and of course the funnel for 
introducing the carbonate solution has one, too. 

In the experiments, a number of the reaction flasks were 
immersed in a thermostat at a desired temperature, each flask 
containing a chosen amount of the urea solution. In another 
vessel, the urease solution was warmed in the same thermostat. 
At the beginning of the experiment, the same amount of the 
enzyme solution was poured into each reaction flask, and then 
all its openings were shut. At each period of the experiment, 
one flask was taken, out of the thermostat, and was connected 
with a titration flask containing a known amount of a 0.1 N. 
H,SO. solution. Now 60cc. of the saturated K.CO; solution 
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were poured into the funnel, and after the tap between the two 
flasks was opened, the solution was poured into the reaction 
flask, by releasing the tap of the funnel, and, as soon as the 
solution had been poured in, this tap was at once closed, to 
prevent the escape of air containing the freed ammonia through 
it. Then the ammonia-free air was passed through the two 
flasks connected with each other for 12 hours at the room 
temperature, to transfer all the ammonia from the reaction flask 
into the titration flask. At last the remaining H,SO, was titrated 
with a 0.1 N. NaOH solution as usual, congo-red being used 
as the indicator. The preliminary test, of titration under the 
same conditions, only without ammonia production, was of 
course carried out. By another preliminary test, it was confirmed 
that the air bubbling for 12 hours is quite sufficient for the 
transference of all the ammonia produced. See Table III a 
and b. This method of measurement was repeated for each 
period of a series of the experiment. 

In preliminary experiments it was confirmed that, though 
the K,CO; solution seems to decompose the urea, this amount 
is minute and remains almost in the scope of experimental 
error, (see Table III, b) and also that the action of the urease 
is restrained perfectly by the addition of the K,COQ; solution. 
Therefore, Folin’s method is the best and the perfect method 
for examining the action of the urease. 


EXPERIMENTAL RESULTS. 


I. Verification of the fact that the reaction 
is completely monomolecular. 


As was mentioned above, the hydrogen ion concentration 
of the medium has a marked influence on the action of urease. 
Therefore, in studying the reaction velocity of the urease, the 
most essential point is to keep the Pu of the reaction medium 
constant at its optimal value throughout the whole course of 


the reaction. For this purpose an effective buffer substance 
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should be added in the medium. According to the above . 
mentioned investigator the optimal Pu for urease is about 7.0. 
Therefore the most convenient buffer substance at this range of 
Pu is the phosphate mixture, which was adopted by these 
investigators. 

In the present ee the pisigongi beh was also adopted. 
First, a mixture of —- KH,PO, and — I Na, HPO, in the ratio 


2 


of 352; of which i ae was added in the amount of 


: . M : : 
5cc. in a solution of 4 cc. of > «Urea. Results are given in 


Tables IV—VI. Here we see that the velocity coefficient k of 
the first order reaction decreases markedly with time. Then 
the twice concentrated buffer solution (1 M. phosphates in 3: 2.2, 
PH=6.90) was used in the same amount, and it was found 
that the decrease in the value of k is less marked, though it 
is not yet a constant. (Table VII). 

Next, a series of five experiments were carried ae (Tables 
VIII—XII), in which the initial Pu of the reaction medium 
was varied by changing the ratio of the two phosphates, other 
conditions being exactly the same. In each experiment the 
variation of PH with time was measured by the electrometric 
method adopted in our institute (cf. Hou’s paper). The results 
of these five experiments were drawn in the x—t diagram (Fig. 
2). Here we see that these five curves close oné another, and 
each has a point of maximal action, which falls on the range 
of Pa=7.0—7.5, so that this is the range in which the Pu 
optimum of this reaction lies. Through these maximal points 
we can draw an envelope of these five curves, which gives the 
supposed progress of the reaction at the constant and optimal 
Pu throughout the whole course of the reaction. If we apply 
the formula of the first order reaction on this envelope, we see 
that the velocity coefficient is a satisfactory constant except in 


the last periods, where the experimental error is relatively large 
(Table XIII). 
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Riots: 


—— == Envelope. 


t (min.) 


) 50 100 150 200 250 300 


Next, in order to reduce the variation of the Pa during 
the course of the reaction to a minimum, 10cc. of the 1 M. 
phosphate mixture was added to 1 cc. of the 1 M. urea solution, 
and the progress of the reaction as well as its PH were followed. 
See Tables XIV and XV. Here the deviation of the PH was 
only about 0.6 after 300 minutes, and the velocity coefficient 
showed irregular variations within the scope of experimental 
error, so that it should -be regarded undoubtedly as a constant. 
Similar results were obtained at the initial PH=6.11 and 5.55 
(Tables X'VI and XVII), which are pretty far from its optimum, 
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and the value of the velocity coefficient decreases with increased 
acidity. In the scope of the alkaline reaction, the experiments 
failed because of our inability to discover any satisfactory buffer 
substances. 

From the above results it is concluded that the decomposition 
of urea by urease belongs to the first order reaction throughout 
the whole course of the process, and at any Pa value of the 
reaction medium. 


IT. Px Optimum. 


In the above experiments we saw that the Pa optimum 
lies between 7.0 and 7.5. In order to determine this point 
more accurately, a series of experiments were carried out which 
is given in Table XVIII. Here the concentration of the .buffer 
as well as of the urea and urease was the same as in the last 
experiments described above. The Px of the buffer was varied 
by changing the ratio of the two phosphates (1 M.). The 
reaction time was limited to 30 minutes. The results are graphed 
on the k-PH diagram as shown in Fig. 3, on which we see 
that the optimum lies on PH=7.15 or very close to this. 


Fig. 3. 
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III. Relation between the velocity coefficient and the 
amount of the urease. 


Taking the amount of urea as constant, a varied quantity 
of the enzyme was added, and the velocity coefficient was 
computed from measurements at 30 and 60 minutes, the maximal 
amount of the buffer being added as before. Results are shown 
in Table XIX, in which we see that the numerical date of the 
velocity coefficient are proportional to the quantity of the enzyme. 
Therefore, under the mentioned conditions, the activity of the 
enzyme may be represented by the velocity coefficient. 


SUMMARY. 


1. It has been proved experimentally that the decomposi- 
tion of urea by urease belongs to the monomolecular reaction 
expressed by its usual formula, 


In : 
i Ot 

throughout the whole course of the process, and at any hydrogen 
ion concentration of the reaction medium: 

2. The optimal hydrogen ion contentration for this reaction 
is Pa=7.15. 

3. The velocity coefficient k is proportional to the quantity 
of the enzyme EF, so that the reaction formula may be rewritten 
in the form, 


t Ci 


The expenses of this research were defrayed largely by the 
Grant from the Government for Researches in Natural Science. 
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TABLE I. 


Reaction temperature 25°C 


Time of preser- 


vation in Urease = Urea abner Time NH; 
ah elon Ces sores mye min. mg. 
0 1 4 5 30 4,74 

6 1 4 5 30 4.62 

10 1 4 5 50 4.51 

13 1 4 5 30 4.29 

24 1 4 5 30 4.31 

45 1 4 5 30 4.29 

98 1 4 5 30 4.32 

120 1 4 5 30 3.95 
214 1 4 5 30 3.85 


Buffer solution: — KH,PO, and Na, HPO, aa 


TABLE II. 


Reaction temperature 25°C Room temperature 20°C 


Time of preser- 


relic St oom) ieee Se Oa | tenor ee ee 
hours > C.c. es ( ae: 

0 1 4 5 30 4.70 

1, 1 4 5 30 4.26 

24 1 “A 5 30 3.97 

39 1 4 5 30 3.82 

(C5 i 4 5 30 3.58 


Buffer solution: HPO) and 


M 
> Na,HPO, aa. 
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TABLE III. (a) 

= MEO pint ‘Lopate Sod 7M | BH, ile 
10 40 3 33.40 34.06 
10 40 12 37.75 34.06 
10 50 3 33.57 34,06 
10 50 6 33.66 34.06 
10 50 10 33.78 34.06 
10 50 16 34.01 34.06 
10 60 6 33.84 34.06 
10 60 12 34.08 34.06 
10 60 12 34.04 34.06 
10 60 12 34.08 34.06 
10 69 12 34.06 34-06 

TABLE III. (b) 

ae NH,: 1} K CO, EL Gene ace Tie et NH; (obs.) |NHs (cale.) 

: c.c. ee. poe os hours ae ee 
10 60 0 5 12 34.08 34.06 
0 60 0 5 12 0.03 0 
0 60 10 0 12 0.05 0 
0 69 10 0 12 0.02 0 
0 60 10 0 12 0.02 0 
10 60 10 5 12 34.07 34.06 
10 60 10 5 12 34.09 34.06 
0 60 10 5 12 0.02 0 
0 60 10 5 12 0.04 0 
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TABLE IV. 
Reaction temperature 25°C 
pr Ores] Unease | choton | Tipe | He a Oh ag 8 
GEC C.c. 
4 1 5 10 3.83 25.1 
4 1 5 20 7.39 25.0 
4 1 5 30 8.28 18.8 
at 1 5 60 12.64 14.9 
4 i 5 100 17.75 UBS I 
4 il 5 150 23.69 \IP22) 
4 i 5) 250 31.90 11.0 
4 1 5 357 SEIZE 10.4 
4 1 5 4695 43.65 9.6 
4 1 5 ore) 67.96 == 
Buffer solution: x phosphate mixture. PH=6.80 
TABLE V. 
Reaction temperature 25°C 
> Urea pice gee Time NH, ka 36 _ 
C.c. a. c.c. re me: t eax 
4 il 5 11 4,43 25.3 
4 1 5 15 5.55 24.6 
4 if 5 20 6.83 22.9 
4 1 5 31 8.91 19.6 
4 1 5 60 12.62 14.8 
4 1 5 90 16.47 13.4 
4 1 5 220 30.93 12.0 
4 1 5 320 36.84 10.6 
4 uM 3) 420 44.89 BEE 
4 1 5 500 49.41 11.2 
4 il 5 oe) 68. 11 = 


Buffer solution: + phosphate mixture. Pa=6.85 


Buffer solution: 1 


phosphate mixture Pa=6.90 
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TABLE VI. 
Reaction temperature 25°C 
Riba ea ine tanh hime ol) _ 
ame a a solution bas he eee Ut 

a CC. ae min. mg. ear 

4 i 5 10 4.05 26.6 

4 if 5 15 6.81. 25.8 

4 1 5 20 7.61 25.7 

4 1 5 39 10.83 19.3 

4 1 5 46 11.38 17.3 

4 il 5 59 13.64 16.5 

4 1 5 75 18.55 18.3 

4 i 5 100 21.00 16.0 

4 1 5 co 68.09 — 

Buffer solution: ~~ phosphate mixture. Pa=6.89 
TABLE VII. 
Reaction temperature 25°C 
M Buffer : 

—— Urea} Urease ti Time NH; e108 Cas 
ied C.c. eaten min. ake i log - x 

4 1 5 5 1.52 19.6 

4 1 5 1 3.40 20.2 

4 1 5 7 5.08 19.8 

4 1 5 25 6.92 18.6 

4 1 5 4) 10.10 17.0 

4 u 5 70 15.23 15.7 

4 1 5 124 22.69 14.2 

4 1 5 201 34.08 15.0 

4 1 5 392 51.03 19.9 

4 1 5 oa) 68.08 — 

M 
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TABLE VIII. 
Reaction temperature 25°C 
3 Bufte 3 
1M, Urea} HO | UFesse bointion| Time | Mat | Pa fe=t0 tog 2 
2 i 2 5 0 0 5.75 a 
2 1 2 5 5 2.88 | 5.97 30.9 
2 1 2 5 10 4.60 — 30.4 
2 1 2 5 20 10.24 6.05 35.4 
2 1 2 5 30 | 16.91 | 6.11 41.3 
2 1 2 5 40 | 22.06 | 6.23 42.5 
2 1 2 5 60 | 33.62 | 6.53 49.3 
2 1 2 5 120 | 55.83 | 7.19 62.1 
2 1 2 5 180 | 63.73 | 7.54 66.4 
2 1 2 5 240 | 64.89 | 7.64 55.4 
2 1 2 5 300 | 65.37 | 7.64 46.8 
2 t 2 5 es 68.06 |. 7.64 — 
Buffer solution: a phosphate mixture. 
TABLE IX. 
Reaction temperature 25°C 
1M. Urea} H,O | Urease | Buller} qime | NH 10¢ a 
¢.c. c.c. Cc. ves min. | mg. Po k= PM Aes 
2 1 2 5 0 0 6.33 — 
2 i Y: 5 10 6.34 = 42.5 
2 1 2 5 20 | 13.47 | 6.50 47.9 
2 1 2 5 3 20.83 | 6.60 51.2 
2 1 2 5 50 | 82.19 | 6.89 55.7 
2 1 2 5 60-9 37,44 2706 57.9 
2 1 2 a 120 | 54.32.| 7.90 57.8 
2 1 2 5 180 | 61,45 | 8.12 56.3 
3 1 2 5 240 | 64.75 |. 8.12 54.8 
2 it 2 5 $00 | 65.27 | 819 46.3 
Z 1 2 5 oO 68.08 — _- 


Buffer solution: phosphate mixture 
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TABLE X. 
Reaction temperature 25°C 
1M. Urea | H,O | Urease | Buffer) qime | NH 10* a 
“ec. C.c ees) \SOlGHOD): ain. | me. Pu ik=—— log — 
C.c. 5 t a—x 
2 1 2 5 0 0 6.64 = 
2 1 2 5 10 7.78 — 52.7 
2 1 2 5 20 14.99 7.06 54.0 
2 1 2 5 3) 21.00 7.14 53.6 
2 1 2 5 40 27.98 7.45 57.5 
2 1 2 5 60 39.26 7.99 48.5 
2 1 2 5 120 | 46.50 8.40 41.6 
Z af 2 % 162 53.12 8.61 40.6 
2 1 2 5 200 56.02 8.78 40.9 
2 1 2 5 250 61.78 8.78 41.5 
2 1 2 5) 300: 64.48 8.83 42.3 
2 1 Me 5 co | 68.09 - —_ 
Buffer solution: —[— phosphate mixture 
TABLE XI. 
Reaction temperature 25°C 
| 
1M. Urea | Urease H,O Time NH; Pu eh 108; ieee 
CC CzGs C.C. min. mg. t Gey 
| 
2 2 6 0 0 TM = 
2 2 6 9) 4.25 — 56.0 
2 2 6 10 6.85 —— 46.0 
2 2 6 20 10.89 8.89 33.9 
2 2 6 30 13.86 8.91 53.0 
2 2 6 40 16.15 8.94 29.4 
2 2 6 6) 21.84 8.96 28.0 
2 2 6 120 33.93 8.99 | 25.0 
2 2 6 18) 44.62 8.99 | 25.7 
2 2 6 240 52.70 8.99 26.9 
2 z 6 300 60.33 8.99 51.4 
2 2 6 oo) 68.09 = aa 


no buffer solutions. 
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TABLE XII. 
Reaction temperature 25°C 
1M. Urea} H.O | Urease pari Time | NH, Poa 104 1 
C.€. C.¢. Cc. co it mbes ang: ot gee 
2 1 2 5 0 0 7.32 _ 
2 1 2 5 10 6.98 — 47.0 
2 1 2 5 15 9.15 7.79 41.7 
2 1 2 5 20 10.37 7.99 35.9 
2 i z 5 39 12.79 3.13 30.1 
2 1 2 5 40 14.41 _ 25.8 
2 1 2 5 60 17.90 — 23.7 
2 il 2 5 85 23.83 — 22.0 
2 1 2 5 120 29.36 - 20.4 
2 al 2 5 180 41.32 — 22.5 
2 1 2 5 240 48.63 — 22.7 
2 il 2 5 or) 68.68 — = 
Buffer solution: Tees phosphate mixture 
TABLE XIII. 
Envelope 
Time (t) NHs3 (x) 104 a 
min. mg k= — log ae 
5 4.3 56 
10 7.8 54 
20 15.5 56 
30 22.0 56 
40 28.0 58 
60 37.4 58 
80 45.0 59 
100 61.3 61 
120 55.8 62 
150 60.5 63 
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Reaction temperature 25°C 


TABLE XIV, 


Buffer solution: 1M. phosphate mixture. 


1M. Urea | Urease| Buffer Time 4 
ar is ¢: c.c. poze nis nee Po {k= “ log 

2 ‘ib 16 0 0 6.90 — 

2 it; 10 10 3.14 — 20.5 

2 1 10 20 5.94 6.92 19.9 

2 1 10 30 8.65 6.93 19% 

2 1 10 60 16.42 6.98 20.0 

2 if 10 0) 23.27 7.05 20.2 

2 al 10 120 30.04 7.18 211 

2 it 10 150 35.09 cil 21.0 

2 il 10 180 39.05 Wane 20.6 

2 1 10 240 46.46 — 20.8 

2 1 10 300 52.54 TAT 21.4 

2 i 10 ro) 68.01 — — 
Buffer solution: 1M. phosphate mixture mean: 20.5 

TABLE XV. 
Reaction temperature 25°C 
Buffer : 
d pee oo slngon ape ae Pa e log ae 

2 1 10 0: 0 6.87 = 

2 1 10 10 3.07 —_ 20.0 

2 1 10 30 8.70 6.90 19.8 

2 vf 10 60 16.28 6.95 19.8 

2 1 10 92 23.22 7.00 19.7 

2 it 10 120 28.78 7.06 19.9 

2 1 10 180 38.10 7,15 19.8 

2 1 10 240 45.24 eae 20.2 

2 1 10 300 50.96 7.46 20.0 

2 1 10 360 59,20 7.67 20.1 
2 1 10 420 60.70 7.75 (23.0) 

2 i 10 (oo) 68.06 — — 

k in parenthesis omitted from calculation of the mean. mean: 19.9 
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TABLE XVI. 


Reaction temperature 25°C 


Buffer . 4 
1 pas so ae A olution a | aey Pa kaa lee te 
2 il 10 0 0 ont: - 
2 1 10 30 4.02 6.15 8.9 
2 1 10 60 7.87 6.23 8.9 
2 I 10 120 13.75 6.28 8.2 
2 1 10 180 20.97 6,30 8.9 
2 iL 10 240 27.78 6.33 9.5 
2 1 10 300 33.93 6.35 10.0 ° 
2 il 10 420 44.08 6.40 10.8 
2 1 10 ee) 68.03 — -- 
Buffer solution: 1M. phosphate mixture. mean: 9.3 
TABLE XVII. 
Reaction temperature 25°C 
uffer : 
a sO a Li solution ae lar, Pu k= ~ log a 
2 1 10 0) 0 5.59 ae 
2 i 10 30 1.72 5.56 3.7 
2 1 10 65 3.75 5.58 3.8 
2 1 10 90 5.23 5.61 3.9 
2 1 10 120 6.95 5.63 3.9: 
2 il 10 180 10.13 5.64 3.9 
2 1 10 240 13.47 5.68 4.0 
fe 1 10 300 16.76 5.68 4.0 
2 1 10 360 19.59 5.68 4.1 
A 1 10 420 23.18 5.86 4.3 
2 1 10 oe) 68.03 5.86 — 


Buffer solution: 1M. phosphate mixture. mean: 4.0 
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TABLE XVIII. 
Reaction temperature 25°C 
* Buffer : ars che faye ay. on 
1 Se ne aa anion Time NH, ee ee a 
ar. Se c.c. zeae fs initial end mean 
"4 u 10 30 4,05 8.0 6.14 6.15 6.13 
74 1 10 30 6.57 14.7 6.52 6.56 6.54 
2 1 10 30 8.74 19.9 6.90 6.92 6.91 
2 1 10 30 8.86 20,2 6.95 7.00 6.97 
2 at 10 36 9,27 21.2 Thats 7.18 7.16 
2 1 10 30 8.86 || 20:9 1 7.82 “eT, -7.25 
2 1 10 3 8.57 19.5 7.46 7.49 7.48 
2 1 10 30 7.95 18.0 7.67 7.73 7.70 
2 il 10 30 6.61 14.8 8.02 8.10 8.06 
2 1 10 ro) 68.03 — a - ae 
Buffer solution: 1M. phosphate mixture. 
TABLE XIX. 
Reaction temperature 25°C 
Buffer : 
Urease H,O . Time NH 
Urea. c.c. c.c. apiece min. mg. kx10¢ 
1-M. 2 c.c 0.5 2.5 10 30 4.34 9.2 
IM. 2 c.c 0.5 2.5 10 60 7.97 9.0 
LEM 226: 1.0 2.0 10 30 8.29 18.8 
i Py XS 1.0 2.0 10 60 15.21 18.3 
il Mi Hh exe 2.0 1.0 10 30 15.06 36.2 
1M. 2 cic 2.0 1.0 10 60 26.85 36.3 
1M. 2c.c 3.0 0 10 30 21.96 56.4 
1 M. 2 ee 3.0 0 10 60 26.62 55.9 
2M. 1 ee 4.0 0 10 30 27.27 74.1 
2M. 1ce 4.0 0 10 60 43.58 74.0 


NH, at time infinitive =68.06 mg. 


Buffer solution: 1 M. phosphate mixture. 
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INTRODUCTION. 


The kinetics of the trypsin action is one of the most puzzling 
problems of the enzyme reactions. For example, in estimating 
the remaining protein, Northrop maintained it as monomole- 
cular at least at its beginning. According to Arrhenius’ 
calculation from the conductivity data by Bayliss, the reaction 
follows the Schitz law, 

t=kV t. 
For further literature cf. Oppenheimer’s book. Moreover, 
the sensitiveness of this reaction to the Py and the temperature of 


the medium make it still more complicated. Our present attempt 
is to seize any limit for the solution of this problem. 


METHODS. 


For the decomposed protein Hammersten’s casein made 
by Merk was used. The trypsin was of Griibler’s make (sicc.) 
The decomposition products, amino acids, were quantitatively 
estimated by measuring the amino-nitrogen by means of Van 
Slyke’s method (cf. Abderhalden’s Handbuch). All the 
observed nitrogen, however, can not be attributed to amino acids, 
but the sodium nitrite solution used in the method, and even the 
casein and trypsin themselves produce some nitrogen gas. In 
order to correct the observed value from these sources of error, 
the nitrogen coming from them was measured in each experi- 
ment. For this purpose the trypsin was first inactivated by 
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heating at 100°C for 30 minutes and then this was added to 
the desired amount of casein and the nitrogen produced by the 
analysing method was measured. This amount of ‘nitrogen 
found was subtracted from the nitrogen measured at each period 
of the proper enzyme reaction with the same quantities of these 
substances. 

Casein is not soluble in neutral water, so that it was 
dissolved in 0.1 N. NaOH solution. The trypsin solutions were 
always freshly prepared. Now, some buffer solution was added 
to a desired casein solution, and this mixture as well as the 
trypsin solution were warmed separately in a thermostat of 37°C 
(exact to £0.1°C), and after about 29 minutes, a certain amount 
of the latter was added to the former, mixed well, and kept 
in the thermostat, the vessel being stoppered to prevent any 
evaporation. At each period, 1.5c.c. of the mixture was taken 
out and its amino-nitrogen was measured in Van Slyke’s 
apparatus at once. It was confirmed by preliminary experiments, 
that the action of trypsin was stopped at once when the mixture 
was put in the reaction burette of the apparatus ready for analysis. 
About 10-15 minutes were necessary for decomposing the amino 
acids to produce nitrogen gas. 


EXPERIMENTAL RESULTS. 
I. Reaction velocity. 


The results obtained are given in Tables I—VII. The 
concentration of casein was taken between 2.17 and 2.40%, 
that of trypsin 1—2 g in 50cc., the total amount of the mixture. 
The initial Py of the medium was buffered at 7.17 — 8.57 by 
means of the phosphate mixture (0.5 M. primary and secondary 
phosphates), or borate (0.5 M.) a.d hydrochloric acid (0.2 N.). 
The deviation of the Pz during the process was found rather 
minute. To all of these results the Schtitz law applies, 


Lod Ae 


and neither the monomolecular nor the bi-molecular formula, 
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but the velocity coefficients of the latter two, decrease markedly 
with time. 


II. The influence of the concentration of the substrate. 


va 


_ The concentration of the casein was varied from 0.8 to 
7.0%, the quantity of the trypsin remaining the same. The 
buffer substance 20 c¢.c. of a borate-HCl mixture (6 : 4) was added 
to each mixture and its total amount was made up to 50c.c. 
See Tables VITI—XVI, where we notice that below 5% of the 
substrate Schiitz’s formula applies well to the experiments, and. 
moreover, below 4% the velocity constant is proportional to 
the square root of the concentration of the substrate, so that 
the equation may be written in the form, 


[== 


x 
Vet 


where c is the concentration of the casein (Table XVII). 


III. The influence of the quantity of the trypsin. 


The concentration of the substrate was taken constantly as 
1.69§ and the enzyme quantity was varied, the buffer being the 
same as above (Tables XVIII—XXIIiI). In this case it’ was 
found that the Schtitz law holds well, and the-velocity constant 
k is an increasing function of the enzyme amount, and the 
rate of increase decreases as the enzyme amount increases (See 
Table XXIV, and Fig. 1), though no empirical formula for it 
was found. 


IV. The influence of the Pu of the reaction medium. 


Though the general view of the relation of the Py with 
the reaction velocity can be seen in Table I—VII, further 
detailed experiments were carried out at Py of from 7.0 to 8.5, 
where the reaction time was taken to be 185 minutes uniformly. 
See Table XXV, and Fig. 2, in which we see that the Py 
optimum lies at 7.8, and the retardation on the more aeidic 
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Fig. 1. 


Amount 
of trypsin 
F226 
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side of the optimum is more intensive than on its more alkaline 
side. 

Doubting whether this optimum might not be related to 
the charge of the enzyme, cataphoretic experiments were carried 
out at Py=7.2—8.5, and it was found that the trypsin is charged 
negatively and is almost independent of the Py, of the medium 
(Table XXVI). 


V. The temperature effect. 


The concentration of the substrate and of the enzyme were 
taken constantly, and the experiments were carried out at 17°, 
27°, 37°, 47°, and 57°C. See Tables XXVII—XXXI. Up to 
47°C, the reaction follows the Schiitz law, and the velocity 
constant increases with the rise of temperature. The coefficient 
of this increase with the temperature is, however, not twice or 
three times for the rise of 10°C as with the usual reactions, but 
only about 1.1 times, as may be seen in Table XXXII. At 
57°C, the reaction goes at first as usual as at the lower tem- 
peratures, but a marked retardation is noticed after about 60 
minutes (Fig. 3). Table XXXIII shows, too, the same fact. 
Here the retardation is seen to begin between 50° and 55°C, 
the reaction time being 60 minutes. 


SuMMARY. 


1. The rate of amino-acid production on the decomposition 
of casein by trypsin follows the Schiitz law, 


| nes 
re 
below 5% of the substrate. Above this concentration the velocity 


constant decreases with the increased concentrations of the 


substrate. 
2. Below 4% of the substrate, the equation is written thus: 


koe 


x 
ct’ 


where c is the concentration of the substrate. 
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Kol Guede) 


t (min.) 
100 200 300 400 500 


3. The velocity constant increases with the increased amount 
of the enzyme, but the rate of this increase becomes less with 
the increase of the enzyme, 

4. The optimal P, for this reaction ig 7.8, The retardation 
of the deviation of the a from this value is more intensive on 
the acidic side than on the alkaline side of the optimum. 

5. The retardation of the reaction due to the rise of tem- 
perature begins between 50° and 55°C, 
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TABLE I. 


Casein (5 g.in 0.1 N.NaOH 115cce.) 25 cc.+ Buffer solution (=. phosphate 


mixture ) 20 ec.+trypsin (4g. in 10 cc.) 5ece. 


Reaction temperature 37°C 


Time Observed Amino-N * 
: N Pa k= = 102 
min. mg. mg t 
0 0.3430 0 Tle — 
38 0.7079 0.3649 —. 56.2 
60 0.8060 0.4630 7.09 59.8 
85 0.8779 0.5349 — 58.0 
122 0.7349 0.6419 7.05 58.0 
150 [.0738 0.7308 — 59.7 
180 1.1366 0.7936 7.04 59.2 
237 1.2629 0.9199 —_ 59.8 
300 1.3916 1.0486 7:01 60.5 
353 1°4606 1.1176 — 59.5 
413 1.5282 1.1862 — 58.3 
480 1.6039 1.2609 7.03 57.6 
oo 2.1605 1.8175 7.00 — 
mean: 59.0 
TABLE II. 


wth f AO 
Casein (5 g. in 0.1 N.NaOH 110 ce.) 25 cc. + Buffer solution (ee phosphate 


mixture ) 20 ce.+trypsin (2g. in H.O 10 cc.) dce. 


Reaction temperature 37°C 


Time Observed Amino-N x 
N Pu k= Te x 10° 
min mg. mg. 
0 0.3392 0 7.25 — 
30 0.5982 0.2590 HoR 47.3 
60 0.7266 0.3874 7,20 50.0 
123 0.9191 0.5799 7.19 52.8 
175 1.0160 0.6768 7.19 51.2 
233 1.1012 0.7620 weave 50.0 
296 1,1942 0.8551 7.16 49.7 
355 1.2783 0.9391 7.12 49.8 
430 1.3770 1.0378 Tole 50.0 
470 1.4299 1.0907 7.12 50.3 
8 2.0924 1.7582 aue — 


S. Mori: 


bo 
CO 


TABLE III. 


M Z 
% casein 20cc.+Buffer solution (ee phosphate mixture ) 20 ce. + 20% 
trypsin 10 cc. 


Reaction temperature 37°C 


Time Observed Amino-N x 
N Pr RES We x 103 

min. mg. mg. t 

0 0.3695 0 7.06 = 
30 0.7975 0.4280 7.55 78.1 
60 0.9492 0.5797 7.02 74.8 
120 1.1924 0.8229 7.50 75.1 
150 1.2700 0.9005 — 73.5 
180 1.3125 0.9433 7.48 70.3 
320 1.5929 1.2234 7.47 68.4 
420 1.7479 1.3782 7.45 67.3 
482 1.7793 1.4098 7.45 68.2 

ea) 2.2823 1.8628 7.45 — 
mean: 71.5 

TABLE IV. 


6% casein 20cc.+ Buffer solution (> borate + 0.2 N.HC1)+20% trypsin 
10 ce. 


Reaction temperature 37°C 


Time Observed Amino-N * 
; N Pa ea LO 
min. mg. mg. vt 
0 0.3615 0 7.80 — 
AL 0.8559 0.4944 7.78 T72 
90 1.0830 0.7265 — 76.6 
120 1.2016 0.8401 ada 76.7 
175 1.3646 1.0031 _— 75.8 
235 1.4987 1.1372 7.75 74.2 
266 1.5691 1.2076 — 74.0 
298 1.6378 1.2763 — 73.9 
363 1.7350 1.3735 7.74 V2.1 
420 1.8805 1.5190 The 74.1 
co 2.3684 2.0059 — — 


mean: 75.0 
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TABLE V. 


6% casein 20cc.+ Buffer solution (0.2 M. borate +0.2 N. HCI) + 20%try psin 
10.ce. 


Reaction temperature 37°C 


Time | Observed Amino-N 5 
N Pu k=—=> x 103 

min. mg. mg. vt 

0 0.3648 0 8.00 — 
30 0.7529 0.3881 7.99 70.9 
60 0.9175 0.5527 7.99 7i.4 
120 1.1534 0.7886 7.98 72.0 
180 1.3310 0.9662 7.96 72.0 
240 1.5072 1.1424 7.99 Foul 
300 1.6259 1.2611 7.95 72.8 
360 1.7808 1.4160 7.92 74.6 
420 1.8283 1.4635 7.91 Tiled: 

co 2.1871 1.8223 7.89 — 
mean: 72.4 

TABLE VI. 


6% casein 20cc.+Buffer solution (0.5 M. borate+0.2 N.HCI) 20 cc. +20% 
trypsin 10 cc. 


Reaction temperature 37°C 


; ery: Amino-N ; : 
Time Cpivee re == Ret 
. : t 
main. mg. mg. 
0 0.3615 0 8.37 — 
60 0.8962 0.5347 8.390 69.0 
120 1.1091 0.7476 8.34 68.3 
180 1.2703 0.9088 8.32 67.7 
40 1.4135 1.0520 8.31 67.9 
62 1.6043 1.2428 8.31 65.3 
418 1.6591 1.2976 8.30 63.5 
(ca) 2.2634 1.9019 8.25 — 
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TABLE VII. 


6% casein 20 cc.+ Buffer solution (0.5 M. borate +0.2 N.HCl) 20 cc. +20% 
trypsin 10 cc. 


Reaction temperature 37°C 


Time Observed — Aroino-N x 
; N Pur k= Rig x 10% 
min. mg. mg. 
0 0.3615 0 8.59 = 
30 0.7404 0.3789 8.59 69.2 
60 0.8924 0.5309 8.57 68.5 
12) 1.0870 0.7255 8.55 66.2 
180 1e233h 0.8716 8.54 64.8 
240 1.3455 0.9840 8.53 63.5 
300 1.43803 1.0688 8.51 61.8 
360 1.4971 11356 8.51 59.9 


435 1.6010 1.2395 8.51 59.4 


TABLE VIII. 


2% Casein 20cc.+ Buffer solution 20 cc.+20% Trypsin 10 ce. 


c=0.8% Reaction temperature 37°C 


Time Observed Amino-N x 
: N k= irs x 103 
min. mg. mg. 
0 0.2263 0 = 
60 0.6012 0.3759 48.5 
120 0.7422 0.5169 47.2 
180 0.8595 0.6342 47.8 
240 0.9420 0.7167 46.3 
300 1.0035 0.7782 44.9 
420 1.0731 0.8478 41.4 
480 1.1492 0.9239 42.2 


-meani 45,4 
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TABLE IX. 


25% Casein 20cc.+ Buffer solution 20 cc.+209% Trypsin 10 ce. 


c=1.0% Reaction temperature 37°C 


Time Observed Amino-N ~ 
N Kee 0s 

min. mg. mg, t 

0 0.2367 0 — 
65 0.6983 0.4616 57.3 
120 0.8487 0.6120 55.9 
184 0.9604 0.7237 53.4 
235 1.0405 0.8038 52.4 
300 1.1322 0.8955 51.7 
370 1.2046 0.9679 50.3 
420 1.2446 1.0079 49.2 
480 1.2824 1.0457 47.7 
540 1.3284 1.0917 47.0 
mean: 61.6 

TABLE X. 


4% Casein 20cc.+ Buffer solution 20 cc.+20% Trypsin 10 cc. 


c=1.6% Reaction temperature 37°C 


Time Observed Amino-N 2 
; N Hee wa x 108 
min. mg. mg. 
0 0.3148 0 = 
60 0.8494 0.5346 69.0 
120 1.0526 0.7378 67.4 
185 1.2228 0.9075 66.7 
240 1.3238 1.0090 65.1 
305 1.4472 1.1824 64.5 
420 1.6316 1.3168 61.3 
480 1.6891 1.3743 62.7 
540 1.7325 1.4177 61.0 


mean: 69.1 
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TABLE XI. 
6% Casein 20cc.+ Buffer solution 20 cc.+20% Trypsin 10 ce. 


c=2.4% Reaction temperature 37°C 


Time Observed Amino-N x 
; N kK Fe x10* 
min. mg. mg. 
0 0.3628 0 _ 
55 0.9511 0.5883 79.3 
120 1.2144 0.8516 ; CHES 
180 1.3690 1.0062 75.0 
245 1.5561 1.1933 76.2 
300 1.6504 1.2876 74.3 
360 1.7567 1.3939 73,5 
418 1.8463 1.4835 72.6 
48) 1.9827 1.5699 TAL 
mean: 75.0 
TABLE XII. 


8% Casein 20 cc.+ Buffer solution 20cc.+20% Trypsin 10 cc. 


c=3.2% Reaction temperature 37°C 


Time Observed Amino-N x 
N k=—— 4105 

min. mg. mg. t 

9 0.4096 0 — 
60 1.1795 0.7669 98.8 
120 1.4817 1.0721 98.7 
180 1.7092 1.2996 96.7 
240 1.8942 1.4846 95.8 
300 2.0484 1.6338 94.3 
369 2.1380 1.7284 91.1 
480 2.1953 1.7857 91.5 


mean: 95.3 
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TABLE XIII. 


10% Casein 20cc.+Buffer solution 29 cc.+20% Trypsin 10 cc. 


c=4.0% Reaction temperature 37°C 


Time Observed Amino-N x 
. N k=——x10* 
min. mg. meg. t 
0 0.4989 0 = 
60 1.3571 0.8582 110.8 
120 1.6888 1.1899 108.6 
189 1.9197 1.4208 105.9 
300 2.2875 1.7876 103.2 
360 2.4018 1.9029 100.3 
420 2.5790 2.0801 101.5 
480 2.6967 2.1978 100.3 
mean: 104.4 
TABLE XIV. 


12.59% Casein 20 cc.+Buffer solution 20 ce.+ 20% Trypsin 10 cc. 


c=5.0% Reaction temperature 37°C 


Time Observed Amino-N x 
; aN k=F= x10 
min. mg. mg: 
0 0:5701 0 a 
70 1.4338 0.8637 103.2 
120 ee20L 1.1590 105.8 
180 2.0110 1.4409 107.4 
230 2.2323 1.6622 109.6 
310 2.4643 1.8942 107.6 
365 2.6085 2.0384 ‘106.7 
450 2.7844 2.2143 104.4 


mean: 106.4 
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TABLE XV. 


15% Casein 20 cc.+ Buffer solution 20 cc.+ 20% Trypsin 10 cc. 


c=6.0% Reaction temperature 37°C 


Time 


240 
360 
420 
480 


Observed 
N 


mg. 


0.6517 
1.5192 
1.8542 
2.1368 
2.3262 
2.6930 
2.8055 
2.8644 


Amino-N x 
k= Kae x 103 
mg. 

0 a 
0.8675 112.0 
1.2025 109.8 
1.4851 110.7 
1.6745 108.1 
2.0413 107.6 
2.1538 105.1 
2.2127 100.9 

mean: 107.7 


TABLE XVI. 


17.5% Casein 20cc.+Buffer solution 20cc.+20% Trypsin 10 cc. 


c=7.0% Reaction temperature 37°C 


420 


Observed Amino-N x 
N k= We x 103 

mg. mg. 

0.7309 0 — 

1.6689 0.9380 BALE 

2.0292 1.2992 118.6 

2.2824 1.5524 115.7 

2.4543 1.7243 111.3 

2.5887 1.8587 107.3 

2.7015 1.9715 103.9 

2.9176 2.1876 106.5. 
mean: 112.1 
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TABLE XVII. 
k 
k — 
i Ve 
0.8 45.4 50.7 
1.0 51.6 51.6 
1.6 65.1 51.1 
2.4 75.1 53.1 
3. 95.3 53.3 
4.0 104.4 52.2 
5.0 106.4 47.6 
6.0 107.7 43.9 
7.0 112.1 42.4 
TABLE XVIII. 
4% Casein 20cc.+Buffer solution 20 cc.+2.5% Trypsin 10 cc. 
(Trypsin 0.25 g. in 50cc.). Reaction temperature 37°C 
Time Observed Amino-N os 
N |i ade xOe 
min mg. me. t 
0 0.2734 0 a, 
60 0.6448 0.3713 47.9 
120 0.7934 0.5200 47. 
189 0.9001 0.6267 46.7 
240 0.9891 0.7157 46.2 
300 1.0€84 0.7950 45.9 
369 1.1899 0.8656 45.6 
420 1.1909 0.9175 44.8 
mean: 45.8 
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TABLE XIX. 


4% Casein 20 cc.+Buffer solution 20cc.+5% Trypsin 10 cc. 


(Trypsin 0.5 g. in 50 cc.). 


Reaction temperature 37°C 


Time Observed Amino-N x 
N ee x 103 

min. mg. mg. t 

0 0.2826 0 = 
60 0.7260 0.4434 57.2 
120 0.9040 0.6214 56.7 
180 1.0224 0.7398 55.1 
240 1.1273 0.8447 54.5 
300 1.1891 0.9063 52.3 
360 1.2354 0.9528 50.2 
420 1.3155 1.0329 50.4 
mean: 03.8 

TABLE XX. 
4% Casein 20 cce.+Buffer solution 20cce.+10% Trypsin 10 ce. 
(Trypsin 1.0 g. in 50 cc.). Reaction temperature 37°C. 
Time Observed Amino-N x 
N Sore x10 

min mg. mg. t 

0 0.2911 0 — 
60 0.7812 0.4901 63.3 
120 0.9677 0.6766 61.8 
180 1.1214 0.8303 61.9 
240 1.3466 0.6559 61.7 
300 1.3373 1.0462 60.4 
360 1.4590 1.1679 61.6 
420 1.5203 1.2292 60.0 
mean: 61.5 
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TABLE XXI. 


4% Casein 20 cc.+ Buffer solution 20 cc. + 15% Trypsin 10 ce. 


4 


(Trypsin 1.5 g. in 50cc.). Reaction temperature 37°C 


Time Observed Amino-N = 
; N ' c= — — 102 
min. mg. mg. Vt 
0 0.3112 0 — 
60 0.8314 0.5202 67.2 
120 1.0213 0.7101 64.8 
180 1.1668 0.8556 63.8 
240 1.2836 0.9724 62.8 
300 1.3835 1.0723 61.9 
420 1.5152 1.2040 58.7 
mean Ones 
TABLE XXII. 
4% Casein 20cc.+ Buffer sulotion 20 cce.+20% Trypsin 10 cc. 
(Trypsin 2g. in 50cc.). Reaction temperature 37°C 
Time Observed Amino-N x 
N Sales x 10° 
min mg. mg. t 
0 0.8148 0 os 
60 0.8378 0.5230 67.5 
120 1.0363 0.7215 65.9 
180 1.1832 0.8684 67.7 
240 1.3049 0.9901 63.9 
300 1.3907 1.0759 62.1 
369 1.4788 1.1640 61.4 
420 1.5642 1.2494 61.0 


mean: 63.8 


38 


S. Mori: 


TABLE XXIII. 


4% Casein 20 cc.+ Buffer solution 20 cc.+ 30% Trypsin 10 ce. 


(Trypsin 3 g. in 50 cc.). 


Reaction temperature 37°C. 


Time Observed Amino-N x 
N k= x10" 

min mg. mg. t 

0 0.3295 0 — 
60 0.8563 0.5268 68.0 
120 1.0692 0.7397 67.5 
180 1.2249 0.8954 66.7 
240 1.3371 1.0076 65.0 
300 1.4436 1.1141 64.3 
360 1.5310 1.2015 63.3 
420 1.6367 1.3072 63.8 
mean: 65.5 


TABLE XXIV. 


pee 
0.25 45.8 
0.50 53.8 
1.00 61.5 
1.50 62.8 
2.00 63.8 
3.00 65.5 
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TABLE XXV. 
Reaction temperature 37°C 
x 
18 i -N y GS — eee 3 
EI Amino-N (x) k arte 10 
No. 1 7.00 0.2932 21.6 
No. 2 4.23 0.4362 32.1 
Novas 7.40 0°4911 36.1 
No. 4 7.56 0.5933 43.6 
No. 5 7.65 0.6111 44.9 
No. 6 7.76 0.6557 48.2 
No. 7 7.80 0.6529 48.0 
No. 8 7.89 0.6402 47.1 
No. 9 7.98 0.6372 46.9 
No. 10 8.27 0.5537 40. 
No. 1] 8.54 0.4823 35.5 
e=1.2% 
Trypsin: 0.25 g. in 50ce. 


Buffer solution: 


x: 


Amino-nitrogen after 185 minutes. 


TABLE XXVI. 


Cataphoretic experiment. 


Pa 


7.29 
7.53 
7.76 
7.98 
8.12 
8.27 
8.59 


pole 


SS ee 


ie 


bap Jt or 


eis [har ih are thee 


No. 1—No. 5: 0.5 M. phosphate mixture. 
No. 6—No. 11: 0.5 M. Borate+0.2 N HCl. 
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TABLE XXVII. 
3% Casein 20 cc. + Buffer solution 20cc.+ 5% Trypsin 10 cc. 
Reaction temperature 17°C. 
Time Observed Amino-N x 
N k=—= x10 
min mg. mg t 
0 0.3128 0 = 
04 0.5152 0.2024 43.7 
90 0.7228 0.4100 43.2 
140 0.8181 0.5053 42.7 
200 0.9044 0.5916 42.5 
250 0.9947 0.6819 43.1 
300 1.0375 0.7247 41.8 
400 1.1452 0.8324 41.6 
500 1.2419 0.9291 41.5 
mean: 42.5 
TABLE XXVIII. 
3% Casein 20cc.+Buffer solution 20 cc.+5% Trypsin 10 cc. 
Reaction temperature 27°C. 
Time Observed Amino-N x 
7 N Be x 10° 
min mg. mg. t 
0 0.3128 0 — 
45 0.6486 0.3358 50.1 
81 0.7644 0.4516 50.2 
150 0.9074 0.5946 48.6 
250 1.0850 0.7722 48.8 
300 1.1426 0.8298 47.9 
420 1.2711 0.9583 46.8 
480 1.8355 1.0227 46.7 
mean: 48.4 


TABLE XXIX. 


‘Decomposition of Casein by Trypsin. 


3% Casein £0 cc.+Buffer solution 26 ce. + 5% Trypsin 10 cc. 
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Reaction temperature 37°C. 
Time Observed Amino-N x 
x N k=—= x10° 
min. mg. mg vt 
0 0.3128 0 Ze 
40 0.6505 0.3477 55.0 
100 0.8668 0.5540 00.4 
150 0.9543 0.6415 52.4 
200 1.0634 0.7506 53.1 
250 1.1372 0.8244 92.2 
300 1.2104 0.8976 51.8 
400 1.3420 1.0292 51.5 
mean: 63.0 
TABLE XXX. 
39 Casein 20cc.+ Buffer solution 20 cc.+59¢ Trypsin 10 ce: 
Reaction temperature 47°C. 
Time Observed Amino-N 3 s 
N ie re x10 
min meg. mg 
0 0.3128 0 = 
30 0.6531 0.3430 62.1 
60 0.7889 0.4761 G1.5 
120 0.9629 0.6501 60.0 
180 1.1090 0.7962 59.4 
240 1.2383 0.9259 59.7 
300 1.3473 1.0845 59.7 
360 1.4313 1.1185 59.0 
420 1.4629 1.1501 56.1 
mean: 659.7 
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TABLE XXXI. 


3% Casein 20cc.+Buffer solution 20cc.+ 5% Trypsin 10 ce. 


Reaction temperature 57°C 


Time gag hn Amino-N ke x 108 
min. mg. mg. “Wt 
0 0.3128 0 . = 
30 0.7649 0.4521 82.5 
69 0.8264 0.5136 66.3 
120 0.9320 0.6192 56.5 
190 0.9968 0.6840 49.6 
240 1.0473 0.7345 47.4 
300 1.0989 0.7861 45.4 
360 1.1326 0.8198 43.2 
420 1.1484 0.8356 40.7 
no mean is to be taken 
TABLE EH XexX kos 
Reaction kt41n 
temperature aa Us ke 
17°C 42.5 
1.14 
27°C 48.4 
1.10 
37°C 53.0 
1.10 
47°C 59.7 
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TABLE XXXIII. 


6% Casein 10cc.+Buffer solution (0.5 M. borate+0.2 N. HCl) 
10 cc. + 2.59% Trypsin 5 cc. 


td 


Temperature i ae Amino-N 
me. mg. 
37°C 0.7260 0.3872 
50°C 0.7225 0.3837 
55°C 0.6842 0.3454 
57°C 0.6336 0.2948 
60°C 0.5889 0.2501 
65°C 0.4809 0.1421 
100°C 0.3390 0.0002 
Control. 0.7220 0.3832 


Trypsin solution was previously warmed at the given temperature 
for 60 minutes, and then the reaction was measured at 37°C. Reaction 
time 60 minutes. 


The expenses of this research were defrayed largely by the 
Grant from the Government for Researches in Natural Science. 
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EIN BEITRAG ZUR CHEMIE DES LACTACIDOGENS UND 
UBER DEN EINFLUSS VON VERSCHIEDENEN 
SALZEN AUF HEXOSEPHOSPHATASE 

f DER MUSKULATUR. 


Von 


YASUSADA ODA. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Kaiserlichen Universitét zu 
Tokyo. Vorstand: Prof. Dr. S. Kakiuchi.) 
(Eingegangen am 1. Marz 1927.) 


I. ENverruna. 


Es wurde von Embden und seinen Mitarbesitern (1914, 
1917, 1921, 1924) klargestellt, dass die Abspaltung von Phos- 
phorsiure bei der Autolyse des Muskels aus dem Lactacidogen 
stammt und dass dieser Vorgang durch verschiedene Salze in 
bestimmter Weise beeinflusst wird. Seither ist eine ganze Reihe 
von Untersuchungen tiber das Phosphorsdéureproblem in verschie- 
denen Hinsichten gemacht worden. 

Einerseits untersuchten vor aJlem Embden und seine 
Mitarbeiter (1914, 1917, 1921, 1924), ob das Lactacidogen mit 
dem Zymophosphat (der Hexosediphosphorsiure, die bei der 
Hefegirung entstéht) identisch ist. Andererseits fand Robison 
(1923), dass die Phosphatase des Muskels nur die Halfte der 
Phosphorsiure von dem Zymophosphat befreit. Noch nach 
Robison (1928) spaltet dieses Ferment die Hexosemonophos- 
phorsiure nicht, die bei der Hefegirung produziert wird. 
‘Neuerdings identifizierte Brugsch (1926) die Hexosemonophos- 
phorsiure, die bei der Hydrolyse des Zymophosphats durch den 
Muskel entsteht, mit Robison’s Hexosemonophosphorsaure. 
So tut sich die Frage auf, ob das Lactacidogen dasselbe ist 
wie das Zymophosphat. 

Ausserdem scheint mir wiinschenswert, den Einfluss der 
einzelnen Salze auf die Muskelphosphatase zu verfolgen. Zwar 
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wurde dies schon von Embden und seinen Mitarbeitern (1924) 
durchprobiert. Es handelt sich dabei aber doch nur um die 
Autolyse in dem Breie oder dem Pressaft des Muskels, und 
eine Untersuchung mit dem isolierten Lactacidogen und dem 
méglichst reinen Ferment ist erforderlich. 

Aus diesen Griinden ist in der nachstehenden Arbeit unter- 
sucht worden, wie sich das Lactacidogen gegen die Hydrolyse 
durch Saure sowie isoliertes Muskelferment verhalt, und welchen 
Einfluss auf das letztere einzelne Salze ausiiben. 


II. DarstrettunG pEs Supstrats (pes LAacTACIDOGENS). 


Als’ Material zur Darstellung des Substrats stand mir der 
Muskel des Kaninchens zur Verfiigung. Das Tier wurde durch 
Luftembolie getétet. Sobald der Cornealreflex geschwunden 
war, wurde das Organ méglichst schnell herausgeschnitten und 
sofort durch eine mit Kaltemischung stark abgekiihlte Fleisch- 
hackmaschine unter mehrmaligen Durchliafen ganz zerklei- 
nert. Der Muskelbrei wurde in einen grossen Becher gesammelt 
und gewogen. Dann wurde der Masse die gleiche Menge von 
abgekiihltem Wasser, 2% iger Salzsiiurelésung sowie 5% iger 
Sublimatlésung hintereinander unter griindlicher Umrithrung 
zugesetzt. Das Gemisch wurde tiber Nacht in einem Eisschrank 
stehen gelassen und am niachsten Morgen durch eine grosse 
Nutsche schnell abfiltriert. Das Filtrat wurde von Quecksilber 
durch Schwefelwasserstoff befreit, der wiederum durch Luft- 
strom abgetrieben wurde. 

Die so gewonnene Lésung war klar und farblos. Man 
versetzte diese mit fein gepulvertem Bariumhydroxyd bis zu 
starker basischer Reaktion. Der da entstandene Niederschlag 
wurde durch eine Nutsche abfiltriert und mit Barytwasser bis 
zur Chlorfreiheit ausgewaschen. 

Dann wurde der Riickstand in einem Mérser unter Zusatz 
von 25% iger Schwefelsiure zerlegt. Das vom Niederschlag des 
Bariumsulfates befreite Filtrat wurde nun zur Abscheidung von 
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Lactacidogen in einem grossen Becher mit einer grossen Meng: 
absoluten Alkohols verrithrt. Der so entstandene Niederschlaz 
wurde durch eine Nutsche auf einem Filterpapier gesammelt 
und mit Alkohol bis zum Verschwinden der Reaktion von 
Schwefelsiure in Waschalkohol ausgewaschen und zuletzt mit 
Ather vom Alkohol befreit. Er stellt ein amorphes, gelbliches 
und hygroskopisches Pulver dar. 

Nun wog man 1g davon ab und liste es in einem Mess- 
kolben von 100ccm Inhalt mit 50ccem destillierten Wassers, 
dann neutralisierte man die Lésung mit 1/5 N Natriumhydroxyd 
und fiillte ihn zuletzt bis zur Marke mit destilliertem Wasser. 
Nach dem Aufbewahren tiber Nacht in einem Eisschrank wurde 
die Lésung von entstandenem amorphem und_ weisslichem 
Niederschlag abfiltriert und zum Versuch verwendet. Sie enthielt 
keine freie Phosphorséure und ibr Gehalt an Gesamtphosphor 
in 1ecm betrug 0.23 mg. 


III. DarsrELttuNG DE3s FERMENTPRAPARATS. 


Das durch Luftembolie getétete Kaninchen liess ich vier 
Stunden lang bei Zimmertemperatur stehen, damit das Lactaci- 
dogen im Muskel méglichst gespalten wurde. Dann wurde ihm 
sein Muskel herausgeschnitten, und nachdem der letztere von 
Faszien, Sehne, Fetten, Nerven und Gefassen. méglichst befreit 
worden war, wurde er durch eine Fleischhackmaschine zer- 
kleinert. Eine bestimmte Menge wurde davon abgewogen und 
in einem grossen Becher mit der vierfachen Menge Azeton 
versetzt, etwa 30 Minuten lang griindlich umgeriihrt und durch 
eine Nutsche abfiltriert. Der Riickstand wurde zuerst in einem 
Luftstrom, dann im Exsikkator abgetrocknet und schliesslich 
in einern Morser fein gepulvert. Das ergab ein gelblich weisses 
Pulver, das zwar Phosphatase, aber keine unter den Versuchs- 
bedingungen spaltbaren Phosphorverbindungen enthiclt. 


IV. VeERsUCHSANORDNUNG UND METHODE. 


. “Nee 
Im Versuch zum Verhalten des Lactacidogens gegen Siiure- 
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hydrolyse war zweiprozentige Schwefelsiure verwendet. Die 
Dauer der Hydrolyse betrug 60’, 120’ und 240’, und zu ent- 
sprechenden Zeitpunkten wurde die befreite Phosphorsdure nach 
Bell-Doisy-Briggs (1922) kolorimetrisch bestimmt. Die 
“Hydrolysentemperatur war 100°C. 

Im Versuch zum Verhalten des Lactacidogens gegen Fer- 
mente wurde als Fermentspender der lebensfrische Muskelbrei 
bentitzt. Dabei wurde als Puffer das. Boratgemisch von PH 
7.78 ausgewihlt. Die Versuchstemperatur war 40°C. Zur 
Enteiweissung wurde Trichloressigsiure angewendet. Die Ver- 
suchsdauer war auch hier 60’, 120’ und 240’. Zur Kontrolle 
wurde an Stelle von Substratlésung die gleiche Menge destilierten 
Wassers zugesetzt. Eine Mehrproduktion von Phosphorsauré 
in der Versuchsreihe gegeniiber der Kontrollreihe beruht nattir- 
lich auf dem zugesetzten Lactacidogen. 

Bei der Untersuchung des Einfiusses der Salze auf die 
Fermentwirkung waren die folgenden Anordnungen getroffen. 
In je vier kleine Erlenmeyer’s Kolben wurde ein Gemisch von 
2.0ccm Substratlésung, 0.2 g Fermentpraparat, 1.0 ccm Puffer- 
lésung und 1.0ccm Salzlésung (in der Versuchsreihe) oder 
1.0 cem destilierten Wassers (in der Kontrollreihe) getan, darauf 
wurden die Kolben mit Gummistépseln gut verstopft. Die Salz- 
und a. Die Versuchsdauer war 
30’, 60’ und 120’. Einem von den vier Ansatzen wurden sofort 
2.0cem 2.0% iger Salzsiure und dann 2.0cem 20% iger Trich- 
loressigsiurelésung zugesetzt und grindlich umgeriihrt. Nach 
einer halben Stunde wurde das Gemisch abfiltriert und eine 
bestimmte Menge Filtrat wurde zur Phosphorsdurebestim- 
mung verwéndet (Bestimmung Ty). Die tibrigen drei Ansitze 
wurden in einem Thermostat bei konstanter Temperatur 
von. 40°C aufbewahrt, um zu entsprechenden Zeitpunkten hin- 
tereinander herausgenommen und auf ihren Phosphorsiiure gehalt 
in gleicher Weise bestimmt zu werden (Bestimmung T,). Das 
Abzichen des Wertes T) von dem Wert T, gab natiirlich die 


konzentrationen waren 
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Phosphorsaurewerte, die in den. betreffenden Zeitriumen | bee- 
spalten wurden. , Die Phosphorsiurebestimmung erfolgte hier 
auch nach Bell-Doisy-Briggs. Als Salze kamen NaJ, NaBr. 
NaCl, NaF, KCl, CaCl, MgCl, und Na,SO, beim Experimente 
zur Verwendung. 


, 


V. VERSUCHSERGEBNISSE. 


A. Das Verhalten des Lactacidogens gegen 
Séurehydrolyse. 


Das Substrat spaltet bei Saurehydrolyse unter den oben 
_erwihnten Bedingungen in vier Stunden etwa die Hilfte des 
gesamten Phosphors ab, dabei wird der grésste Teil schon in 
einer Stunde frei, wie aus der Tabelle I ersichtlich ist. 


TABELLE I. 
Die sich von 1 cém der Substratlésung: abspaltete Phosphormenge. 
Spaltung ‘des Lactacidogens durch Sdure. 


re 


Saurehydrolyse Fermenthydrolyse 
Nr Nach Ablauf von Nach Ablauf von 
60’ 120’ | 240’ 60'° 120’ 240' 
m mg ‘mg| m my mg 
1 0.07 é 0.10 0.11 0.18 0.20 0.20 
2 “0.07 0.09 0.11 0.19 | 0.21 0.21 
3 0.06 0.09 0.10 0.19 | 0.20 0.21 
Mittel 0.07 0.09 0.11 0.19 0.20 0:21 . 


B. Das Verhalten des Lactacidogens 
gegen Fermente. 


Wie man aus der vorhergehenden Tabelle klar erkennt, macht 
das Substrat bei der Fermentspaltung sein gesamtes Phosphor 
fast vollstiindig frei. Dieses Resultat zeigt uns deutlich, dass 
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sich das Myophosphat (Lactacidogen) gegen Muskelphosphatast 
ganz anders als das Zymophosphat verhalt, insofern das letztere 
‘nach der Untersuchung von Robison nur die Hialfte seiner 
Phosphorsiure durch Muskelphosphatase verliert. Meiner * An- 
sicht nach ist das Lactacidogen nicht identisch mit Zymophos- 
phat, wie einige Autoren annehmen wollen. 


C. Einfluss von verschiedenen Salzen 
auf die Fermentwirkung. 


Der Ubersichtlichkeit halber sind die Ergebnisse hier tabel- 
larisch angegeben. Die Zahlen beziehen sich auf die Menge 
von Phosphor in mg, die in den betreffenden Zeitriumen frei 
wurden. Diese Menge stammt natiirlich aus den 2,0ccm der 
Substratlésung. 


TABELLE II. 
Ubersicht iiber den Einfluss verschiedener Salze auf 


Muskelphosphatase. Salzkonzentration a8 


20 ~ 
P-Mengen, die sich von 2 ccm der Substratlésung abspaltete. 
Nach Ablauf yon 
Salze 
30’ 60' 120’ 

‘ mg mg mg 
Kontrol 0.12 0.21 0.30 
NaCl 0.12 0.20 0.30 
NaBr 0.12 0.20 0.30 
NaJ 0.12 0.20 0.30 
‘NaF 0.00 0.01 0.01 
Na,SO, 0.12 0.20 0.30 
KC] 0.12 0.20 0.30 
CaCl, 0.01 0.02 0.03 
MaCl, 0.12 0.20 0.30 
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VI. ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Das Lactacidogen spaltet seine totale Phosphorsiiure 
fast, volistindig unter der Einwirkung von Muskelphosphatase 
ab. Die Identitaét des Lactacidogens und des Zymophosphats, 
die einige Autoren behaupten, ist zweifelhaft. 

2. Die Hydrolyse des Lactacidogens durch schwache Siiure- 
konzentration verliuft nur langsam. 

3. Bei der Spaltung vom Lactacidogen durch Muskel- 
phosphatase wirken Nal’ sowie CaC], hemmend, und zwar NaF 
viel stiirker als CaCls. 

4. Dagegen scheinen NaCl, NaBr, NaJ, Na.SO,, KCl und 
MgCl, keinen besonderen Einfluss darauf auszuiiben. 
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Belege, Tabellen und Abbildungen. 
TABELLE IV. 


P-Menge, die sich von 2ccem der Substratlosug nach Ablauf von 


30’ 60’ und 120 Minuten abspalten. 


Salz Konzentration 
ae M M 
saizarten 20 40 
Ver- | Ver- 
suchs- 30’ 60’ 120’ | suchs- 30’ 60’ 120’ 
a nummer nummer 

mg mg m 

of 0.12 0.20 0.30 

Routt 2 0.12 0.21 0.30 

3 0.13 0.20 0.29 

Mittel | 0.12 0.20 0.30 

. mg mg mg 

1 0.00 0.00 0.01 1 0.02 0.03 0.04 
NaF 2 0.00 0.01 0.01 2 0.01 0.02 0.03 
3 0.00 0.01 0.01 3 0.02 0.03 0.04 
Mittel 0.00 0.01 0.01 Mittel 0.02 0.03 0.04 
1 0.12 0.20 0.29 1 0.12 0.20 0.30 
NaCl 2 0.12 0.20 0.30 Z 0.12 0.21 0.29 
3 0.12 0.21 0.30 33 0.13 Ot 0.30 
Mittel 0.12 0.20 0.00 Mittel One 0.21 0.80 
1 0.11 0.20 0.29 1 0.12 0.21 0.30 
NaBr 2 0.13 0.19 0.30 2 0.12 0.20 0.30 
3 0.12 0.20 0.30 # 0.12 0.20 0.29 
Mittel | 0.12 | 0.20 | 0.80 | Mittel} 0.12 | 0.20 | 0.30 
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Salz Konzentration 
M uM 7 
Cc 2 aw=as MS 
Salzarten 20 40 
$ Ver- | Ver- = a ie 
suchs- 30’ 60’ 120’ suchs- 30' 60’ 120’ 
nummer nummer} i 
mg mg mg mg mg! gm 
ik 0.12 0.20 0.31 0.12 0.20 0.29 
Nal 2 0.18 0.21 0.29 2 0.13 0.21 0.30 
3 0.12 0.20 0.30 8 0.12 0.20 0.3 
ei | _— 
Mittel | 0.12 0.20 0.30 | Mittel | 0.12 0.20 0.30 
1 0.20 0.30 1 0.12 0.20 0.29 
9 9 9 19 9g Bye 
Na,S0O, 2 0.21 0.29 a 0.12 0.19 0.30 
3 2 0.19 0.30 3 0.13 | 0.20 0.31 
Mittel | 0.12 0.20 0.30 | Mittel| 0.12 0.20 0.30 
1 0.12 | 0.20 | 0.30 i 0.12 | 0.20 | 0.29 
‘ © 29 2 As 2 30 
KC] 2 0.12 0.20 0.29 | 0.13 0.21 0 
3 0.13 0.21 0.30 : 0.13 0.20 6.30 
—== ao 
Mittel | 0.12 0.20 0.30 | Mittel | 0.13 0.20 0.30 
— \ = — = 
1 0.01 0.02 0.03 il 0.03 0.05. 0.06 
CaCl. 2 | O01 | 0.01 | 0.02 2 | 0.03 | 0.04 | 0.06 
‘i 3 0.01 0.02 0.03 3 0.03 0.05 0.05 
Mittel 0,01 0.02 0.03 | Mittel 0.03 6.05 0.06 
Z 0.1 0.20 0.30 1 0.12 0.20 0.3 
3 ao: 0. x 
MeCl, 2 0.1 0.19 0.30 0.13 21 0 
3 0.12 0.20 0.30 3 0.12 0.19 |. 0.80 
Mittel | 0.12 0.20 0.30 | Mittel | 0.12 0.20 0.30 
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ABBILDUNG 1. 


Verlauf der hydrolytischen Spaltung des Lactacidogens 
durch Sdure und Ferment. 


-Abszisse. Zeitin 
Minuten. 


60° 120° 240” 


I. Sdurehydrolyse. 
II. Ferment spaltung. 


ABBILDUNG 2. 


Einfluss von NaF. (Vergleiche mit Tabelle IV). 


Sean oe Kontroll. 
— =< —— = Salzkonzentration M/40. 
Saag Salzkonzentration M/20. 


rdinate. P in mg. 
bszisse Zeit in 


Minuten. 
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ABBILDUNG 3 
Einfluss von CaCl, (Vergleiche mit Tabelle IV). 


: Soe en Kontroll. 
pa a ey Salzkonzentration M/40. 


Salzkonzentration M/20. 


0.30 


0.2 9 


0.20 
(09 es) 


we oe 
Ordinate.P in még. 
0.10 isse.Ze1t in 


Minuten. 


0.05 | 


ANMERKUNG BEIM KORREKTURLESEN. 


Jiingt erschien eine eingehende Arbeit von Embden und 
Zimmermann wtber die Chemie des Lactacidogens (Z. f. 
physiol. Chem. 167, 114, 1927). In dieser Mitteilung haben 
die Autoren ihre Anschauung tiber die chemische Natur des 
Lactacidogens etwas modifiziert, indem sie vorschlagen, einst- 
weilen fiir die von ihnen genau untersuchte Hexosemonophos- 
phorsiiure die Bezeichnung Lactacidogen beizubehalten. In 
meiner Arbeit, die vor dieser Mitteilung abgeschlossen war, 
wurde noch uvter Lactacidogen Hexosediphosphorsiure ver- 
standen. 
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THE EFFECT OF SYMPATHETIC AND PARASYM- 
PATHETIC POISONS ON THE CONTENT 
OF CREATINE IN THE: MUSCLE. 


By 


HIDEO AKATSUKA. 
(From the Institute of Biochemistry. Tokyo Imperial University, 
Director: Prof. S. Kakiuchi.) 
(Received for publication, May 1, 1927) 


I. Invropvuction. 


In a previous paper (1927) the writer reported that the 
creatine content of the muscle of poikilothermic animals decreased 
abruptly when the animal was placed in a freeaing room, while 
in the homoeothermic animal the same degree of decrease was 
obtained only when the animal was poisoned with curare. 
With a non-curarized animal the content of creatine in the 
muscle varied according to the degree of cooling, the moderate 
cooling causing rather an increase of creatine, while the severe 
cold called forth a decrease. 

Interested to find out the cause of: the difference in the 
behavior between the poikilothermic and homoeothermic animals 
a few experiments were undertaken and the results are reported 
in this paper. That there exists a close relationship between the 
tonus of skeletal muscle and its creatine content was pointed out 
by Pekelharing and Hoogenhuyze (1910). They found that. 
the high tonicity of the skeletal muscle was always accompanied 
by a chemical change which induced the increase of the creatine 
content of the muscle. Although this hypothesis has since then 
met a fair amount of criticism it is warmly supported by the 
experiments of De Boer (1915) O. Riesser (1916) and K. 
Kure et al. (1920, 1921) and this relation seems to deserve to 
be taken into our consideration. We know not whether the 
increase of the creatine content of the skeletal muscle is related 


57 


58 H. Akatsuka : 


only to the muscular tonicity induced by a sympathetic nerve, 
as Kure insists, or whether the increase of creatine is related 
to the muscular tonicity at large but the relationship blurred by 
certain other factors. It is however necessary to see how a 
certain group of medicaments which act either sympathetically 
or parasympathetically may give some effect or other on the 
creatine content of muscles. It seems also necessary for us to 
hold the possibility that the content of creatine in muscle may 
be influenced by something other than that from nervous origin. 
‘ The chemical process in which creatine is produced from 
its mother substance, the change of creatine into creatinin and 
the excretion of the latter from the muscle may naturally be 
influenced by the temperature and the change of other external 
conditions. When we are examining the amount of creatine 
substance in the muscle we are dealing with the difference in 
the effect of these external conditions in the production and 
disappearance of the creatine substance. 
With these possibilities in mind, the following examinations 
were made. 


II. THE EFFECT OF SYMPATHETIC AND PARASYMPATHETIC 
POISONS ON THE CREATINE CONTENT OF THE TISSUE 
OF THE ANIMAL WHICH WAS KEPT AT ORDINARY 
AND AT LOW TEMPERATURE IN NORMAL 
AND IN CURARIZED CONDITION. 


The effect of some sympathetic and parasympathetic nerve 
at ordinary temperature on the creatine content of skeletal 
muscle was first examined. 

For this purpose adrenalin, physostigmin, ergotoxin and 
atropin were chosen. The appropriate doses of these medicaments 
was determined previously and for each 100 gm. of the animal 
0.07mg. for adrenalin, 0.05mg. for ergotoxin, 0.6mg. for 
physostigmin, and 0.2 mg. for atropin was found. 

Each albino rat, which was fed on a definite diet, in 
groups of four or five, was injected with the medicament, and 


The Effect of Poisons on Muscular Creatine. 59 


the animals were then placed in the room at 17° and after 140 
minutes the muscles from the legs of both sides were cut out 
for the determination of creatine and creatinine. 

The second set of experiments was undertaken at the 
teniperature of—20°. The other conditions remained the same 
as in the foregoing experiment. 

In the third experiment the animals were poisoned with 
curare in amount of 0.15 mg. per 100 gm..body, so that the 
animal failed to maintain itself in its ordinary position and lay 
down flat, losing its locomotive activity entirely. A little bigger 
dose called forth the death of the animal. When the action of 
curare became manifest (ordinarily 10 minutes) the animal was 
injected with one of the four above mentioned medicaments and 
put into the refrigerator room at —20°. After about 1 hour 


TABLE I. 


The effect of sympathetic and parasympathetic piosons on the creatine 
and creatinin content of the muscle under different conditions. 


creatin (mg) in | creatinin (mg) in istic 
100 g. muscle 100g. muscle gen 


ave- | difference | ave- | difference aye 


eee 3s pee lease aver amar eG 
condition normal value 438 4.80 SHOW: 
adrenalin 461| 26 | 61 | 6.40 | 1.60 | 33.3 | 8.656 
no freezing ergotoxin 451] 138 3.0 | 7.14 | 2.380 | 48.5 | 3.640 
140’ at—-17"|_ physostigmin 1280 | =8 | 2:8 | 6.80 | 2.00. |'41.7 13.619 
atropin 435 | -3 | -0.7 | 4.80 | 0 0 | 3.667 
adrenalin 406 | -32 | -7.3 | 6.16 | 1.36 | 28.3 | 3.638 
freezing ergotoxin 408 | -30 | -6.8 | 4.80 | 0 0 | 3.586 
140’ at—20°| physostigmin 449| 11 | 2.5 | 3.08 }+1.72 |-35.8 | 3.605 
atropin 446| 8 | 1.8 | 5.08 | 0.28 | 5.8 |3.574 
adrenalin 415 | -23 | -5.3 | 5.26 | 0.46 | 9.6 | 3.683 
freezing | ergotoxin 390 | -48 |[-11.0 | 4.06 |-0.74 |-15.4 | 3.667 
curarizing | physostigmin 416 | -22 | -5.0 | 5.70 | 0.90 | 19.0 | 3.553 
1A at BU: -31 | -7.1 | 4.00 0.80 |-16.7 | 3.605 


atropin 407 
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there was a reinjection of curare to the amount 1/2 of the 
primary dose. In this examination the determination of creatine 
and creatinine content of the skeletal muscle was performed also 
at 140 minutes after the injection of the medicament. 

The results of these thrée sets of experiment are given 
summarized in the. table I. (See also Figure 1). 

As will be seen from the table, at ordinary temperature 
the injection of adrenalin induces the increase of creatine sub- 
stance in the skeletal muscle and ergotoxin seems also to act in 
the same way, while both of the parasympathetic poisons rather 
tend to decrease the amount of creatine in the muscle. 

At the low temperature,—20°, however, the injection of 
sympathetic poisons is accompanied with a decrease of muscle 
creatine content, while the parasympathetic poisons induce an 
increase of the creatine content of the muscle thereby differing 
from the effect at ordinary temperature. 

With the curarized animals at the low temperature, — 20°, 
the injection of sympathetic and parasympathetic poisons decreases 

he creatine content of the skeletal muscle. 

These results show clearly the fact that the effect of the 
sympathetic and parasympathetic poisons is modified by the 
application of cold and also the simultaneous action of curare 
at low temperature. 

The question how these modifications are derived seemed 
to me to be a very fascinating one, so that I tried to solve it 
by the following experiments. 


Ill. On THE TIME RELATION OF THE EFFECT OF 
SYMPATHETIC AND PARASYMPATHETIC POISON 
ON THE CREATINE CONTENT OF THE 
SKELETAL MUSCLE. 


We have seen in the foregoing experiment that both adre- 
nalin and ergotoxin, the one as sympathetic stimulating poison 
and the other as sympathetic paralysing poison, induce the 
creatine content of the skeletal muscle at ordinary temperature. 
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Although in the foregoing experiment we have examined the effect 
of poison on the creatine content of skeletal muscle arbitrarily 
140 minutes after the application of the medicament, we must 
guard against the possibility of a differénce in each medicament 
in the relation of time interval to its action. What we saw in 
the previous experiments, therefore, may be merely due to that 
condition. To understand the effect of these medicaments on 
the creatine content of muscle more clearly, it is necessary to 
follow the degree of the influence of these medicaments at 
different intervals after the injection. 

For this purpose the determination of the creatine content 
of the muscle was performed at 35, 60, 90, 110, 150, 210 and 
330 minutes after the injection of the poison. In the table IT 
the averaged value of three individuals are given. (See also 
Figure 2.) 

As is clear from table II and figure 2 each poison differs’ 
not only in its action, but in the mode of action which changes 
according to the lapse of time after the injection of the poison. 
For each individual poison the following description may be 
made. 

1. Adrenalin injection calls forth the increase of the creatine 
content in the muscle. The maximum of increase is reached 
in about 90 minutes after the injection, which is followed by 
a gradual decrease and the normal value is attained only after 
8330 minutes. A value lower than the normal is never observed. 

These facts indicate that the adrenalin affects only the 
increase of the creatine content of the muscle. 

2. Ergotoxin induces in the begining of its application 
(at 35’) the increase of the creatine content of the muscle quite 
remarkably. The amount becomes however smaller and smaller 
with the lapse of time and after 110 minutes the creatine content 
begins to decrease. ; 

The decrease shows its maximum in about 150 minutes and 
the returning to the normal creatine value is attained only after 


many fhours. We can see from these figures, that in the first 
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stage of the action ergotoxin stands as a stimulus for the 
sympathetic nerve, while after about two hours its paralyzing 
action becomes manifest. This accords quite well with the 
results -which Sakurai (1926) obtained in his experiment on 
the effect of the sympathetic and parasympathetic poison on the 
sugar content of blood. He showed that the blood sugar in- 
creases during the first 1}-2 hours after the injection of ergo- 
toxin, being followed later by a hypoglycemia. 

3. In the case of physostigmin the creatine content of the 
muscle tends to increase and its maximum value is reached in about 
60 minutes. It then decreases again attaining the normal value 
in 130 minutes and shows its minimum value in 3-4 hours. The 
fact that the physostigmin induces the increase of creatine content 
of the muscle in the first stage of its application may be caused 
by a number of things. The poison may act in this stage more 
as a stimulus for sympathetics than as a stimulus for parasympa- 
thetics. It may also act more on a central organ than on a 
peripheral portion as the dose changes. There may be other 
possibilities. Although I am not sure what is the cause of the 
increase of creatine content in my case, it is noteworthy that 
Sakurai observed the occurrence of hyperglycemia in the first 
stage of eserin, while he saw only the hypoglycemia when he 
used a small dose of the poison. If we assume the same mode 
of action of the poison both on the sugar content of blood and 
the creatine content of muscle the increase of the creatine content 
might be described as the poisonous action on central organs. 
A more precise analysis in this direction is really desirable. 

4. Atropin causes a decrease of creatine content of muscle 
in the first 80 minutes, but in the later stage the content 
remained almost normal. 

As is seen in the foregoing tables and figures the effect of 
the above mentioned poisons on the creatinine contents is not 
so significant and is quite irregular. This is conceivable when 
we think that creatinine is taken up by the blood as soon as it 
is formed in the muscle and passes away into the urine. It is 
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therefore really difficult to get any idea from the content of 
muscle creatinin. 

From the foregoing consideration it has become reasonable 
to suppose that the adrenalin causes the increase of creatine 
content in the skeletal muscle and that atropin remains almost 
without, any effect, while both physostigmin and ergotoxin 
increase the creatine content in the first period and decrease it 
in the later period. Are these increases and decreases caused 
by the same cause? The creatine content of the muscle can be 
influenced by many factors. If however, we put some of the 
not so probable possibilities, as the change of the absorptive 
capacity of muscle fibre for creatine or the like, aside, the 
following two might present the most possible factors. / 

1. Acceleration or retardation of the creatine production. 

2. Promotion or prohibition of the velocity of creatine- 
creatinin transformation. 

To which of these, then is the increase of creatine content 
by adrenalin injection, or increase or decrease by physostigmin 
and ergotoxin due? To answer this question the following 
experiments were undertaken. 


IV. THE INFLUENCE OF THE EXCESS OF CREATINE 
AND CREATININE ON THE DEGREE OF CHANGE 
OF CREATINE CONTENT OF MUSCLE. 


lt is a usual phenomenon that the velocity of chemical change 
is influenced by the presence of the substance produced by that 
change. It is quite natural to suppose that the production of 
muscle creatine from its mothet substance might be retarded by 
the presence of creatine, while the presence of creatinine might 
retard the velocity of the transformation of creatine into creatinine. 
I have therefore tried to examine the effect of the presence of 
creatine and creatinine on the creatine content of the muscle in 
the animal poisoned by each of the above mentioned medica- 
ments. 


In these experiments the procedure remained just the same 
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as that mentioned above, except that each animal obtained 
30 mg. of creatine or creatinine per 100 gm. body weight. Creatine 
or creatinine was dissolved in a 2 per cent physiological saline 
solution at body temperature. The injection of this solution was 
made quite gradually into the tail vein of the animal, which was 
captivated tightly in asmallcage. The time required for injection 
was about one minute for 2 cc. of the solution. The creatine and 
creatinine content of the leg muscle was examined at 5, 30, 60, 
80, 120, 180 and 300 minutes after the injection. The injection 
of the same.amount of physiclogical saline solution was found to 
give no effect on the ordinary content of creatine or creatinine 
in the muscle. 

In the table III and figure 3 the amounts of creatine and 
creatinine in the muscle after the injection of either creatine or 
creatinine are given. 

As will be seen from the figure the creatine content of the 
muscle increases quite remarkably after the injection of creatine 
and decreases with the lapse of time till it reaches its normal 
value about 300 minutes after the injection. After the injection 
of creatinine the increase of creatine occurred slowly, attained 
its maximum, which is only about 4.529§ above the normal 
value, in 60 minutes and decreased again slowly.. 

The creatinine content of the muscle is increased by about 
100% of the ordinary value after the injection of creatine. 
After the injection of creatinine it is increased very remarkably 
and decreases quite slowly. These findings of muscle creatinine 
contents are of no special interest, for as we will see below, 
they do not influence each other when there is a simultaneous 
injection of poisons. 

In the main experiments cach of the above mentioned 
poisons was injected into the animals 30 minutes previous to 
the injection of either creatine or creatinine intervenously. A 
group of the animals were killed after 5, 30, 60, 80, 120, 
180 and 300 minutes and their creatine and creatinine contents 
were examined. The value given in the table IV and V is the 
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averaged value obtained from three animals. (See also Figure 
4 and 5). 

It would seem at first sight a little hard to interpret the 
results of these experiment. However, when we construct a chart 
(Figure 6 and 7) showing the additional value of creatine 
obtained from the creatine injected case and from the poisoned 
case, assuming that the increase or decrease of creatine caused 
by the poison is not affected by the presence of creatine or 
creatinine, and compare these values with the observed values 
we can easily perceive the following. facts. 

1. The increase of the creatine content of the muscle caused 
by the injection of adrenalin is diminished by the presence of 
creatine, while it remains untouched by the presence of an 
excessive amount of creatinine. 

2. The decrease of the creatine content of the muscle 
caused by the injection of ergotoxin is augmented by the 
presence of creatine, while it is hardly influenced by the presence 
of creatinine. The effect of the presence of creatine and crea- 
tinine in the first phase of the action of the poison is just the 
same as in the case of adrenalin. 

3. The decrease of the creatine content of the muscle by 
the injection of physostigmin is not influenced by the presence 
of creatine, while it is diminished by the presence of creatinine. 

The foregoing facts may allow us to deduce the following 
conclusions. 

1. The creatine increase observed after the injection of 
adrenalin is mainly caused by the increase of creatine production 
from its mother substance while the creatine-creatinine trans- 
formation seems to be hardly influenced by this poison. 

2. The decrease of the muscle creatine content after the 
injection of ergotoxin is the effect of the decrease of the creatine 
production. The creatine-creatinine transformation likely remains 
untouched. 

3. The decrease of the muscle creatine content after the 
injection of physostigmin seems t lie in the promotion of the 
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creatine-creatinine transformation. Decrease of the creatine for- 
mation is not the eause in this case. 

4. The effect of atropin on the creatine content of muscle 
is not influenced by the presence of creatine or creatinine. 


V. Fucusm-S. EXPERIMENT 


In the foregoing experiments, in which the animals were 
loaded with creatine and creatinine at 30’ minutes after the 
injection of various poisons, the variations-of creatine or crea- 
tinine content in the muscle in the first 30-50 minutes are of 
a different nature than those in a later period, and these changes 
are quite difficult to understand as caused by the change in 
muscle tone. Naturally the first thought that occurred to me 
was that the effect of the various poisons on the capillaries might 
increase or decrease the volume of blood in the muscle and in 
consequence change the rate of transfer of creatine and creatinine 
into the muscle. To find a clue in this matter I injected a 
water soluble dye-stuff, Fuchsin- §, into the animal, which 
was treated with each of the above named poisons previously, 
and followed the change of dye content in its muscle. 

lec. of 59¢ Fuchsin-S. solution per 100 gm. of body weight 
was injected into the tail vein of an albino rat. After the lapse 
of 5 minutes the animal was killed. A certain quantity of 
blood, hind leg muscle and liver was well minced and mixed 
with a definite quantity of water. After the protein was removed 
by tungstate (Folin-Wu, 1919) the amount of dye stuff in the 
filtrate was estimated colorimetrically against the standard of a 
definite concentration. 

The ratio of the amount.of Fuchsin-S. in 1 gm. of muscle 
to that of blood is shown in the fourth column of Table VI. 
The result of the experiment shows that the transfer coefficient 
is the least in the case of adrenalin, probably due to its con- 
stricting effect, whereas the coefficient is next to the normal in 
case of physostigmin. That the creatine curve of physostigmin 
almost coincides with the control in the beginning can be 
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TABLE VI. 


Fuchsin- 8, experiment. 


Fuchsin-S.|Fuchsin-S. Fuchsin-S. Paces 


(mg) in 1 gi(mg) in 1 gifecrsinin muscle some) in 1g! (mg) in 

% muséle || blood rom Pisce ‘liver ‘ ‘otal liver 

>. normal ; 
ae Mi ee 0.229 ely 20.50 0.393 2.507 

medicamen 

adrenalin 0.189 1.500 12.30 0.560 3.566 
ergotoxin 0.204 L316: 15.56 0.493 Spas! 
physostigmin 0.204 TeLss 18.05 0.498 3.420 
atropin 0.199 1.175 16.92 0.469 3.247 


understood by the result of the Fuchsin experiment. The amount 
of Fuchsin-S. found in the liver is larger when its amount in 
the muscle is small and vice versa as seen in table VI. 

The amount of creatine and creatinine in the muscle in 
experiments with creatine or creatinine load does not therefore 
show in the first hour any direct relation with muscular tonus, 
and is mainly due to the influence of varied physical conditions. 


Discussion. 


From the experiments above mentioned, one might probably 
be entitled to give the following explanations to the results 
obtained in the second chapter. 

1. 140 minutes after the injection of adrenalin at 17° the 
muscle les under the influence of sympathicotonus and _ its 
creatine is increased, while ergotoxin causes a small increase, 
being just before the time when the creatine begin to decrease. 

The action of physostigmin is quite small at this moment 
and the action of atropin has passed to the period of normal 
creatine content. 

2. At 20° below zero the oxidative process in the albino rat 
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is increased to maintain the body temperature and the secretion 
of adrenalin is increased at this time and causes the increase 
of muscle creatine. 

When however the extreme cooling and adrenalin or ergo- 
toxin (its action is in this period being still a stimulation for 
sympathicus) act, together the formation of creatin from creatine- 
forming mother substance is increased and the creatine is trans- 
formed into the creatinine, resulting in the decrease of creati- 
nogenous substance. 

On the other hand in the case of physostigmin and atropin 
the process of the formation of creatine from its mother substance 
is not appreciably influenced and an almost normal value of 
creatine 1s maintained in the muscle. 

8. If the curarized animal is cooled a great deal the 
maintenance of the body temperature of the animal becomes 
difficult. Together with the decrease of body temperature the 
chemical process within the body slows down and the formation 
of creatine proceedes quite slowly. 

Under these conditions the action of various medicaments 
can not appear appreciably and_all animals show always a 
decrease in the creatine content of the muscle. 


CoNncLUSION. 


1. The formation of creatine from its mother substance is 
increased by the action of adrenalin and decreased by that of 
ergotoxin. 

2. The transformation of creatine into creatinine is accele- 
rated by the action of physostigmin. 

3. The simultaneous action of adrenalin and cold stimulate 
the production of creatine from its mother substance leading to 
the decrease of creatine after a certain time due to the lack of 
the mother substance. 

4. The curarized animal is not affected by any of the 
above mentioned medicaments and the creatine forming process 
decreases with the decrease of body temperature. 
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5. In homoeotherinic animals cooling to a tolerable degree 
caused the oversecretion of adrenalin and is accompanied by the 
increase of creatine content in the muscle, the production of the 
latter being accelerated by adrenalin. 

In the poikilothermic animal, on the other hand, the cooling 
slows down the chemical processes within the body and in this 
case the action of medicament on the amount of creatine content 
of the muscle is not appreciable. 

6. The difference observed between the homoeothermic and 
poikilothermic animals in regard to the creatine content of the 
muscle occasioned by cooling is thus explained. 
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UBER DIE GALLODESOXYCHOLSAURE. 


Von 


‘4 SADATOMO YONEMURA. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 24. Mai 1927) 


Im vorigen Jahre habe ich eine spezifische Gallensiiurc, ein 
Isomeres der Desoxycholsiure CxH»O,, aus der Hithnergalle 
isoliert und als Gallodesoxycholsiiure bezeichnet. Nach ihren 
Kigenschaften und Analysen ist sie ganz identisch mit Cheno- 
desoxycholsiure aus Giinsegalle nach Windaus (1924) und 
mit Anthropodesoxycholsiiure aus Menschengalle nach Wieland 
(1924). Tm letzten Jahr hat Windaus (1926) diese Siiure auch 
in Hithnergalle gefunden. Ich habe mich noch weiter mit der 
Untersuchung dieser Siiure beschiiftigt. 

Dass die Gallensiiure und das Cholesterin, die im tierischen 
Organismus die einzigen Vertreter der polycyklischen hydro- 
aromatischen Stoffe sind, in chemischer und genetischer Bezie- 
hung einander nahe stehen, ist schon seit langer Zeit vermutet 
worden. Aber es hat bis vor kurzem keinen exakten chemischen 
Beweis fiir die Zusammengehoriekeit von Gallensiiure und 
Cholesterin gegeben. Auf chemischem Wege den Zusammenhang 
zwischen beiden Stoffen sicher zu stellen, bemithten sich Win- 
daus und Neukirehen (1919) in ihren jahrelang fortgesetzten 
Experimenten, und sie gelangten auch endlich zum Ziele. 

Wird Pseudocholestan, ein Derivat des Cholesterins, mit 
Chromsiiureanhydrid energisch oxydiert, so zerfillt es in Azeton 
und eine Monocarbonsiiure C402. Windaus und Neukir- 
chen haben gefunden, dass diese neuc Siure nit der Cholansiture 
yon Wieland und Weil (1912) ganz identisch ist. Diese 
Siiure zeigt niimlich denselben Schmelzpunkt und Misehschmelz- 
punkt und stimmt in allen Higenschaften mit ihr ganz tibercin. 
Besonders ist der Athylester der Cholansiture aus Pseudo- 
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cholestan, der in langen Nadeln kristallisiert und bei 92°C 
schmilzt, zur Identifizierung ganz geeignet. Durch die Uber- 
fihrung des Pseudocholestans in Cholansiéure wurde der Zusam- 
menhang zwischen Cholesterin und Cholsiure aufgefunden, und 
an der nahen genetischen Beziehung der beiden Stoffe zueinander 
ist kein Zweifel mehr. 

Sie haben gleichzeitig bestatigt, dass das Cholestan, ein 
Isomeres des Pseudocholestans, bei der Oxydation mit Chrom- 
siureanhydrid eine neue Monocarbonsaure liefert. Diese Saure 
hat auch dieselbe chemische Zusammensetzung wie die Cholan- 
siure von Wieland und Weil und steht in ihren Eigenschaften 
sehr nahe. Aber sie ist nicht identisch mit Wielands Cholan- 
siure, sondern ein Isomeres. Der Athylester dieser Sdure 
schmilzt bei 79°C. 

Im Jahre 1923 haben Windaus und. Bohne Hyodesoxy- 
cholsiure aus Schweinegalle gefunden und erklart, dass die 
Cholansiure aus dieser Séure mit Wielands Cholansaure nicht 
identisch sei. Dagegen war jene Séure (Hyocholansiure) iden- 
tisch mit der Isocholanséure aus Cholestan von Windaus und 
Neukirchen. Ihr Athylester schmilzt bei 84°C.. Wie Win- 
daus schon nachgewiesen hat, unterscheiden sich Cholansiure 
und Hyocholansiure in derselben Weise von einander wie 
Pseudocholestan und Cholestan. Aus diesem Ergebnis hat 
Windaus einmal geschlossen, dass die Hyodesoxycholsaure ein 
Abkémmling der Allocholanséure (= Hyocholansiure), d.h. der 
Isocholanséure aus Cholestan, sei. Aber bei der Fortfiihrung 
seiner Untersuchungen ist die Richtigkeit dieser Schlussfolgerung 
zweifelhaft geworden. Wird die Hyodesoxycholsdure im Vakuum 
destilliert, so liefert sie eine Hyocholadiensdure CyH 302. Diese 
Sdure wird bei katalytischer Hydrierung in ein Gemisch stereo- 
isomerer Sdiuren CHO, verwandelt, in welchem neben wenig 
Allocholansiure hauptsichlich Cholanséure vorhanden ist. Er 
hat auch beobachtet, dass die «-Dehydrodesoxycholsiure durch 
die Clemmensen-Reduktion rasch in die @-Saure umgelagert 
wird. Dadurch ist bewiesen, dass die Cholansiiure, die tiber «- 
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Dehydrodesoxycholsiure aus §-Hyodesoxycholsiiure  bereitet 
wurde, zur Allocholansdurereihe gehért. Die 8-Dehydrohyodes- 
oxycholsiure gehért niémlich zur Allocholansdurereihe wud die 
e-Dehydrohyodesoxycholsiure und die ihr entsprechende natiir- 
liche Hyodesoxycholsiure zur Cholansaure. 

Auf Grund der oben erwihnten Versuche kann man wohl 
die verschiedenen Gallensauren in zwei Gruppen teilen: die eine 
gehért zur Cholansiéure aus Pseudocholestan und die andere zur 
Isocholansiure aus Cholestan. 

Die bisher bekannten Cholansiuren und Isocholansiuren 
sind folgende: 

Cholansiure aus Cholsiure (Wieland und Weil.1912) 
Cholanséiure aus Desoxycholsiure (Wieland und 

Sorge 1916) 

Cholansiure aus Lithocholsiure (Wieland und Wey- 

land 1920) 

Cholanséiure aus Pseudocholestan (Windaus und 

Neukirchen 1919) 

Tsocholansiure aus Cholestan (Windaus und Neukir- 

chen 1919) 

Hyocholansiure (Allocholansaéure) aus Hyodesoxychol- 

siure (Windaus u. Bohne 1928) 

Cholansiure aus Chenodesoxycholsiure (Windaus, 

Bohne u. Schwarzkopf 1924) 

Cholansiure aus Anthropodesoxycholsiure (Wieland 

und Reverey 1924) 

Von diesen gehéren nur Isocholansiure aus Cholestan und 
Hyocholansiure aus Hyodesoxycholsdéure in die Cholestanreihe, 
die anderen gehéren simtlich in die Pseudocholestanreihe. 

Wird Gallodehydrodesoxycholsiiure nach Clemmensen 
reduziert, so gibt sie eine neue Séiure CyHyO2, die ich Gallo- 
cholansiure nannte. Diese neue Siure schmilzt bei 162-1638°C. 
Der Athylester kristallisiert in prachtvollen langen Nadeln, 
schmilzt bei 94°C und zeigt die specifische Drehung [oip= 
—39.26°. Aus dem Schmelzpunkte und anderen Eigenschaften 
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kann man wohl schliessen, dass die Gallocholanséiure auch ein 
Abkémmling der Cholansdurereihe ist, und dass die Gallodesoxy- 
cholsiiure auch zur Pseudocholestanreihe gehért. 

Sehr interessant ist die Dehydrogallodesoxycholsiure hin- 
sichtlich ihres Drehungsvermégens. Wahrend die Delydro- 
desoxycholsiure rechtsdrehend ist und die spezifische Drehung 
[a]S= +92.09° zeigt, bleibt die Dehydrogallodesoxycholsaure 
linksdrehend und zeigt die spezifische Drehung [w]p=—33.04°. 
Diese Séure wird in Eisessiglésung beim Kochen mit Salzsdure 
nicht verindert wie «-Dehydrohyodesoxycholsaéure. Sie verhalt 
sich also anders als die Dehydrodesxycholséure und Dehydrohyo- 
desoxycholsiure. 

Wihrend die Richtung der Drehung bei der Oxydation der 
Gallodesoxycholséure von rechts nach links umgesprungen ist, 
stellt sich die Rechtsdrehung durch Reduktion nicht wieder her, 
wie es bei der Cholsiure und der Desoxycholsdiure der Fall war. 

Bei der Oxydation der Gallodesoxycholséure mit Kalium- 
hypobromid erhaJt man Desoxybiliobansdiure C»H3.06, die in 
prachtvollen Tafeln kristallisiert und bei 253°C schmilzt. Diese 
Saure ist identisch mit'der aus Chenodesoxycholsiure gewonnenen 
von Windaus (1925). 

Aus den Daten ist véllig bewiesen, dass die Gallodesoxychol- 
saure ganz und gar mit der Chenodesoxycholsiure identisch ist. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
I. Gallodehydrodesoxycholséure. 


Uber die Herstellung und die Eigenschaften dieser Siure 
wurde bereits in der vorigen Mitteilung berichtet. Diesmal habe 
ich noch ihre spezifische Drehung beobachtet. 

Spezifische Drehung in 98% igem Alkohol 

1x 1.7552 

Es ist sehr interessant, dass diese Sdure linksdrehend ist, 

wihrend ihre Muttersubstanz, Gallodesoxycholsiure,dextrogyr ist. 
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IT. Gallo-desorybiliobansdure. 


Zu einer Lésung von 1.7 g. Gallodesoxycholsiure in 40 cem 
2% iger Kalilauge gibt man eine Hypobromidliésung, die aus 
8 g. KOH, 80cem Wasser und 8g Brom in der Kite bereitet 
war, verdiinnt das Ganze auf 350cem und liasst es tiber Nacht 
bei 5°C stehen; dann zersetzt man das tiberschiissige Hypobromid 
mit Natriumsulfit, siuert mit verdtinnter Salzsiiure an, filtriert 
das ausgefillte Reaktionsprodukt ab und wiischt griindlich mit 
Wasser. Es wird dann in verdtinntem Alkohol mehrmals 
umkristallisiert. Die neue Saiuvre kristallisiert in schénen pris- 
matischen Tafeln. Sie ist in Wasser, Ather und Chloroform 
ganz unléslich. Leicht Idst sie sich in heissem Alkohol, aber 
sehr schwer in kaltem. In Azeton, Eisessig und Essigither ist 
diese Sdure leicht léslich. Der Schmelzpunkt liegt bei 258°C. 
Ausbeute 0.34 g. 

Spezifische Drehung in 98% igem Alkohl 


loft — 9.11 X100 _ —45. 83° 
1x 0.24 
Titration: 26.195mg Substanz verbrauchten 1.30 ccm 
N/10 NaOH 
Aquivalent fiir CxHss0¢ (zweibasisch) ber. 210 
gef. 201 


Analyse: 0.107¢ Substanz gaben 0.2672¢. CO: und 
0.0842 ¢ HO 
CuH0, ber. C68.52% H 8.63% 
gef. C68.10% HS8.80% 


Il. Gallocholansdure. 

Eine Lésung von 1g Gallodehydrodesoxycholsiure in 
50cem Eisessig wurde auf 10g Zinkamalgam gegossen, und 
zum Sieden erhitzt, dann wurde im Verlauf von 10 Stunden 
eine Lésung von 50ccm Eisessig und 50ccm. konzentrierter 
Salzsiiure in das siedende Gemisch gebracht. Nach dieser Zeit 
wurde die Lésung allmihlich abgekiihlt; es schieden sich die 
Kristalle ab. Diese Kristalle wurden abfiltriert und aus ver- 
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diinntem Alkohol mehrmals umkristallisiert. Sie ergaben schéne, 
biischelférmige Nadeln. Ihr Schmelzpunkt liegt bei 162-163°C. 
Die Siure ist in Wasser unldslich, in Alkohol, Azeton und 
Hisessig spielend léslich. 
Titration: 8.220mg Substanz verbrauchten 0.23 ccm N/10 
NaOH 
Aequivalent fiir CyH.O: (einbasisch) ber. 360 
gef. 357 

Athylester der Gallocholansaure: 

Die Kristalle wurden in wenig Athylalkohol gelést, die 
Lésung wurde mit einigen Tropfen konzentrieter Schwefelsdure 
versetzt und kurze Zeit auf siedendem Wasserbade erhitzt. Nach 
einigem Stehen schieden sich feine Nadeln ab, die aus wasserigem 
Athylalkohol mehrmals umkristallisiert wurden. Schéne lange 
prismatische Nadeln. Sie schmelzen bei 94°C. 

Analyse: 0.162g Substanz gaben 0.4754g COz und 

0.169 ¢ HO 
CHiO2 ber. C80.83% H11.42% 
gef. C80.03% H 11.67% 
Spezifische Drehung in 98% igem Alkohol 


11.22 
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DE LV’INDICE DE REFRACTION DE L’HUMEUR VITREE 
DANS VEMBRYON DU POUSSIN. 


Par 
KUMATARO GONDO. 


(De V Institut de Physiologie de V Université de Nagasaki. 
Directeur: Professeur D. Ogata). 


(Regu pour publication, le 4 Juillet 1927) 


1.  PRELIMINAIRES. 


Le développement d’une cellule d’oeuf en un poussin s’ac- 
complit dans le court espace d’environ trois semaines. Le 
changement a J’intérieur de la coquille se fait done trés rapide- 
ment. Entre organes, les prunelles des yeux paraissent dés 
les premiers stades du développement, et elles ont un accrois- 
sement plus accéléré que d’autres organes. 

Est-ce que l’humetrr vitrée varie son indice de réfraction 
parallélement avec le développement du sang ou d’autres or- 
ganes? Telle est la question que je veux résoudre. 

Bon nombre de chercheurs ont examiné |’indice de ré- 
fraction chez ’ homme et les animaux normaux; mais peu ont 
consacré leur attention & la période embryonnaire. Il n’est 
aucunement irraisonable qu’on pense & s’occuper du graduel 
déroulement de la puissance réfractive dans un développement 
individuel; l’investigation s’est encore trouvée justifiée par son 
aboutissement tout & fait inespéré. Voici en peu de mots ces 
résultats. La réfraction du sérum sanguin est donnée en méme 
temps comme contrdle. 


2. Marrerren er M&rHopes. 


Les oeufs furent livrés par un, certain producteur, toujours 
les méme espéces, et placés dans l’appareil d’incubation pour 
un temps déterminé. L’humeur vitrée a été poussée dehors par 
un forceps sur le prisme d’un réfractométre de Goertz, et 
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évaluée instantan¢ément & la lumiére Na & la température de 
28° centigrades. On obtint le sang de l’artére omephalo-mésen- 
térique (dans le cas de l’embryon), ou d’une grande veine de 
l’aile (dans le cas de l’adulte). Les mensurations se firent pas 
& pas avec le développement du poussin a partir du 6° jour 
d@incubation. Avant cela il est impossible d’obtenir /humeur 
vitrée sans mélange d’autres fluides. 


2 


3. RESULTATS DES EXPERIENCES. 
Les résultats sont consignés dans le tableau 1. 


TABLEAU I (A) 


L’indice de réfraction de ’humeur vitrée (poussin) en différentes 
périodes de développement. 


Jours ; Tem- Indice de 

Date Nombre |g incubation|* 0148 de corps) pérature | réfraction 
4/9 1 6 0.75 28° C 1.3361 
2 Y 0.85 Y, 1.3361 
E y 0.85 Y 1.3361 
6/9 4 y 0.73 y 1.3363 
5 Y 0.8) Y 1.3363 
27/8 1 7 0.80 28°C =| = 1.3361 
2 “ 0.86 Y 1.3361 
> y 0.80 Y 1.3361 
30/8 4 y 0.87 u 1.3361 
5 Y 0.75 Z, 1.3363 
6 y 0.90 y 1.3362 
7 y 1.00 y 1.3362 
9/9 8 u 0.90 2 1.3361 
11/9 9 Y 0.70 y 1.3362 
10 uv 0.80 y 1.3358 
1 ” 0.85 Y 1.3358 
13/9 12 y 6.80 y 1.3358 
13 y 0.83 y 1.3358 
15/9 14 Y 0.80 Z 1.3359 

Te y 0.8) 28° C 335 

20/9 16 y 0.99 Y i "3368 
17 y 0.90 u 1.3362 
18 y 0.90 y 1.3363 
19 Z 0.95 u 1.3360 
29/9 20 y 0.90 y 1.3362 
21 u 0.80 Y 1.3362 
1/9 1 8 1.60 28° C 1.3363 
5 Y, 1.50 Y, 1.2360 
3/9 2 uf 1.40 4 1.3360 
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TABLEAU I (A) (Continué depuis) 

Jours Poids de Tem- Indice de 

Date Nombre d’incubation corps pérature réfraction 
4 8 1.60 28° C 1.3359 
23/9 5 U 1.50 7 1.3360 
6 Mi 1.50 Y 1.3360 
13/9 1 9 ACE 28° C 1.3363 
Ps ee ZA 4 1.3361 
15/9 3 y 1.6 y 1.3362 
4 Ue 1.6 4 1.3364 
17/9 5 Z 1.8 Y 1.3359 
6 Y 1.9 “se 1.3362 
7 uk ley 4 1.3361 
8 Y 1.6 Y 1.3364 
9 Z 1.8 Y 1.3362 
a 10 Ys 1.9 u 1.3360 
11 u 1.0 u 1.3362 
1 Uf 1.4 U ee 
ities 4 iL 4 1.3363 
op 14 Y 1.8 Y 1.3360 
29/9 15 y 1.8 Y 1.3359 
16 Z, 1.9 Z 1.3359 
iL% Y ea Z 1.33638 
18 4 1.9 Y 1.3363 
oe 19 4 1.9 4 1.3363 
20 Y 1.8 4 1.3363 
pal 4 1.4 u 1.3363 
29 Y 1.6 a 1.3363 
vx 28° C 1.3361 
gi 5 Za oe u 1.3363 
3 uv 2.6 uv 1.3359 
9/9 4 u Zi 1.3360 
is uy u i 1.3358 
6 2 v 1.3356 
7 uv 4 1.3356 
8 4 5. a @ 1.3357 
9 uv NEBR SYA 
10 v 4 iL Raye 
Ti uv y 1.3358 
12 Y Y 1.3358 
13 uv EA a ore 
uv 2.3 Y .8362 
1s 14 : : ae 
$ 16 , a 1.3360 
17. U 4 1.3362 
1 8 u“ uv 1 3361 
19 WY v 1.3361 
20 Y So hls Y 1.3361 
21 uv Y 1.3362 
92° Uv 4 1.3362 
24 YA Y 1.3361 
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TABLEAU I (A) (Continué depuis) 
Jours Poids de Tem- Indice de 
Date Nombre |qincubation corps pérature réfraction 
25/9 25 10 2.3 28° C 1.3359 
26 y ; Y, 1.3359 
27 Y .. 1.96 d 1.3360 
28 4 uv 1.3361 
56 7” y 1.3361 
8/9 1 11 28° C 1.3359 
9 7 y 1.3360 
3 Y y 1.3360 
4 u y 1.3360 
5 Y 4 1.3359 
6 Y . 39 Z 1.3360 
7 4 Zi 1.3360 
8 Zi Z, 1.3360 
9 Y v 1.3369 
10 ‘ 4 1.8362 
11 , 1.3359 
17/9 12 Y 3.4 Z 1.3360 
20/9 13 ” 2.7 y 1.3362 
14 Y 2.5 Y 1.3358 
15 Z Y 1.3361 
29/9 16 a” | 2.48 y 1.3361 
17 Z Z 1.3361 
18 a } u 1.3359 
1/10 19 7 3.4 y 1.3360 
2/10 20 v ye 3.2 uv 1.3362 
21 Zi , 1.3362 
28/8 1 12 28° C 1.3361 
2 u Y 1.3360 
3 y 4.34 y 1.3360 
4 y uv 1.3360 
5 Z y 1.3360 
6 u 4.6 Z 1.3359 
25/9 : Me 4.4 Zi 1.3361 
ay 4.3 Y 
22/9 9 v u 5 aha 
10 Y Z, 1.3363 
11 u Z, 1.3361 
12 Y 9 u 1.3361 
13 Y y 1.3362 
14 u y 1.3360 
15 y u 1.3360 
; 16 y | y 1.3360 
30/9 17 u 3.8 Y, 1.3358 
18 Z 3.1 Y 1.3360 
2/10 19 v 4.5 4 1.3361 
4/10 20 v 4.4 y 1.3361 
6/10 1 13 8.5 23°C 
: ie 
2 YZ | 10.2 Z ieee 


10/9 


17/9 


29/9 


27/9 
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(Continué depuis) 


Tem- 
pérature 


Indice de 
réfraction 


8.9 


. 13.3 


14.1 
ee 
14.7 
13.0 
16.6 
19.9 
12.5 
16.7 
12.7 
13.1 


-. 14.0 


28° C 
7 


4 
u“ 
uw 


1.3360 
1.3361 
1.3360 
1.3362 
1.3360 


1.3360 
1.3359 
1.3359 
1.3359 
1.3358 
1.3359 
1.3360 
1.3361 
1.3363 
1.3362 


1.3362 
1.3362 
1.8360 
1.3363 
1.3363 
1.3364 
1.3363 
1.3365 


1.5383 


-3360 
336 | 
.3362 
3369 
1.3360 
1.8361 
1.3361 
1.3361 
1.3360 
1.3361 
1.3360 
1.3360 
1.3360 
1.3369 
1.3359 
1.3358 
1.3364 
1.3362 
1.3362 
1.3360 
1.5460 
1.5862 
1.3362 


Li od 


= 
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TABLEAU I (A) (Continué depuis) 
rf Jours Poids de Tem- Indice de 
Date Nombre d’incubation corps pérature réfraction 
24 16 14.9 28° C 1.3363 
25 e 16:2 4 1.3362 
26 y 16.5 Zi 1.3363 
1/10 7 y 12.3 Y 1.3361 
25/9 1 Ales 28° C 1.3363 
ms ae | a 1.3362 
3 Gi salves} MW 1.3360 
4 Z Zi 1.3364 
5 Mf ue 1.3361 
6 Y Z, 1.3363 
1/10 1 18 \ 28° C 1.3361 
2 Ys 4 1.3362 
3 Us 22.84 Me 1.3360 
4 Lae us 1.3361 
5 Y 4 1.3362 
11/9 6 Z 21.0 Y 1.3361 
Ue y 21.5 Ui 1.3360 
22/9 8 Z Z 1.3362 
9 y y 1.3362 
10 Y. Wo AIO} Me 1.3363 
ll 4 | 4 1.3362 
12 4 4 1.3362 
11/9 1 19 19.3 28° C 1.3362 
a a 25.1 A 1.3361 
3 y 4 1.3361 
4! Me 25.8 Ws 1.3362 
5 Ue Uw 1.3361 


L’indice de réfraction de l’humeur vitrée se trouva entre 
1,3358 (min,) et 1,8365 (max.), les moyennes étant 1,3360; 
1,3361; 1,3362. Le nombre de jours d’incubation, c. a. d. le 
degré de développement n’a pas de rapport spécial avec l’indice 
de réfraction. A titre de contréle, nous avons examiné l’humeur 
vitrée de 31 poussins adultes. [Tableau 1. (B).] Le maximum 
1,3865; le minimum 1,3359 et les moyennes 1,3360; 1,3361; 
1,3362 donnaient l’indice de réfraction. Il n’y a donc de dif- 
férence ni entre les poussins embryonnaires et les poussins 
adultes d’une part, ni entre les poussins embryonnaires de 
différentes périodes de développement. On ne put non plus 
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TABLEAU I (B) 


L’indice de réfraction de ’humeur vitrée dans les poussins adultes. 


Date Nombre Température Indice de réfraction 
27/8 1 28° C 1.8364 
2 ie 1.3361 
3 Ui 1.38362 
31/8 4 Z 1.3360 
5 4 1.8361 
6 u 1.3362 
3/9 7 Z 1.3361 
8 Us 1.3361 
4/9 9 uM 1.8360 
10 4 1.3361 
il if 1.3360 
12 M 1.3360 
9/9 13 ut 1.8362 
14 ae 1.3362 
15 Ue 1.3363 
16 L; 1.3362 
11/9 iy a 1.3396 
18 Y 1.3360 
19 i 1.3361 
20 w 1.3362 
15/9 21 @. 1.3361 
29 Y 1.3361 
93 us 1.3365 
18/9 24 > 1.3364 
25 Ge 1.3364 
22/9 26 ee 1.3361 
o7 de leooos 
25/9 28 ‘ 1.3360 
99 Le 1.5360 
1/10 30 % 1.3360 
31 4 1.3361 
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relever de différence entre l’oeil droit et l’oeil gauche. 

Ces expériences perméttent de conclure en toute stireté que 
Vindice de réfractidn de Vhumeur vitrée ne subit point de 
variation depuis le commencement du développement (6° jour 
d’incubation) jusqu’A la sortie de Voeuf et aprés. Pareil fait 
indique un remarquable contraste dans le corps embryonnaire 
qui évolue avec la rapidité qu’on peut bien s’imaginer. 

Nous avons ensuite étudié l’indice de réfraction de sang 
qui est en intime relation avec la formation des fluides du 
corps, y compris V’humeur vitrée. Il est regrettable que le 
sang puisse étre obtenu seulement dans la seconde moitié de la 
période embryonnaire. Le tableau suivant donne les résultats 
atteints. 


TABLEAU II 


L’indice de réfraction du sang et ’humeur vitrée dans l’embryon du poussin. 


o 

q ro) oe 

2 2 | 8 E SE ty FS re: 

iS Ber oe 5 ges a 20s 

Date g 55 ro SS) 3 § 2 = a8 8B 

Ac) 5° eS = Ses S Bese 

a A an 5 AS s =m & &E 

= i] mH ~] 2 A 

21/10 1 al 2.9 28°C 1.3378 1.3360 

3/9 =o Y 3.0 Y 1.3376 1.3360 
i 1.3377 

11/10 1 12 2.35 v 1.3370 é 1.3362 

25/10 2 Y 3.6 Y 1.3379 1.3362 

30/10 3 u 3.8 u 1.3374 1.3362 

1.3374 1.3362 

11/10 1 1s 5-7 Zi 1.3383 1.3363 

20/10 2 y 6.1 y 1.3388 1.3362 

25/10 3 Y 4.9 Z 1.3380 1.3362 
1.3384 

13/10 1 14 9.1 4 1.3380 1.3362 

19/10 2 Z 6.7 4 1.3380 1.3361 

3 Y 7.8 Y 1.3385 1.3360 

21/10 4 Y 6.2 Y 1.3385 1.3361 

5 Y 6.8 Y 1.3390 1.3360 

28/10 6 ” 8.9 y 1.3387 1.3362 
1.3385 

9/10 1 15 11.2 4 1.3389 or 1.3363 

15/10 2 4 9.9 4 1.3383 1.3362 

15/10 3 Y 9.3 Yi 1.3398 1.3361 
1.3388 


11/10 
13/10 
2/12 


9/10 
20/10 
21/10 
27/10 

4/11 

2/12 


5/11 
15/11 


5/11 


15/11 
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173386 


1.8394 
1.3395 
1.3390 
1.3390 
1.3402 
1.3400 


1.3385 


1.3408 
1.3421 


1.3408 
1.3425 
1.3420 
1.3420 
1.3416 


Moyenne 


1.3386 


1.3396 


1.3415 


1.3422 
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1.3362 
1.3362 
1.3362 


1.3363 
1.3363 
1.3360 
1.3363 
1.3362 
1.3362 


1.3362 
1.3363 


1.3362 
1.3362 
1.3363 
1.3362 
1.3361 


Tandis que l’humeur vitrée accuse, dans tous les cas, méme 
pour l’adulte, une valeur presque constante pour l’indice de 
réfraction, le sang montre un accroissement graduel et visible 


de 


sa réfraction. 


La plus grande valeur de l’indice de ré- 


fraction du sang adulte peut étre atteinte A peine vers le 5° jour 


apres la sortie de l’oeuf 
3. et 4. 


TABLEAU III 


Cela ressort clairement du tableau 


L’indice de réfraction du sang et ’humeur vitree dans les poussins jeunes, 


Indice de réfraction 


Dat Nomb Jours | Poids de | Tem- 
ate Nombre apres P 

couvée COPS: | POLAtaRe. |< du sang 
21,10 oe 31.9 | 28°C 1.3384 
23/10 2 Ue Sie u 1.3393 
25/10 3 Ue 34.7 A 1.3395 
15/11 4 u 38.5 u 1:38415 
1/11 5 2 30.0 Us 1.3411 
30/10 6 Z S2D: u 1.3430 
3/11 ith 4 28.5 a 1.3432 
4/11 8 4 26.0 A 1.3430 
b/1d, 9 4 34.7 ld 1.3438 

10 5 32.4 ui 1.3442 


de ?humeur 
vitrée 


1.3362 
1.3362 
1.3363 
1.3361 
1.3362 
1.3362 
1.3362 
1.3562 
1.3362 


1.8362 
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TABLEAU IV 


L’indice de réfraction du sang dans les poussins adultes 


E ndice de 

Date Nombre Poids de corps| Température eee 
2.070 28 C 1.3431 

13/10 y y ? 13430 
19/10 % Y Us 1.3430 
28/10 Le Z Zi 1.3450 
27/10 2 2.070 4, 1.38448 
1/12 3 2.110 Me 1.3462 
4 1.200 ee 1.3462 

8/12 5 1.700 M 1.3490 
13/12 6 1.500 4 1.3442 
15/12 7 1.280 w 1.3480 
17/12 8 1.270 fi ae 
20/12 9 2.300 ee 


4. Resumé Er Discussion. 


L’humeur vitrée d’un poussin ne subit aucun changement 
de son indice de réfraction depuis le commencement (6° jour) 
jusqu’& la fin de sa periode embryonnaire, et elle a la méme 
force réfractive que dans le poussin adulte. Ceci est un fait 
énorme, en ce sens que sa constance est stable au centre méme 
de l’évolution embryonnaire. On sait que l’humeur vitrée et 
Vhumeur aqueuse ont une réfraction relativeméent minime com- 
parée a celle du sang. Ce phénoméne est expliqué par l’é- 
quilibre de Donnan. Or, sison explication est admise, nous 
pouvons affirmer que, d’aprés cette loi, la réfraction de l’hu- 
meur vitrée reste constante depuis le début, et cet équilibre se 
maintient pendant un grand laps de temps. D’autre part, la 
recherche chimique des éléments constitutifs de l’humeur vitrée 
corrobore cette affirmation. La thése de Freytag aussi confirme 
mes résultats: il ne trouva point de variation de la puissance 
réfractive de ’humeur vitrée avec ’avancement en Age chez les 
chats et les lapins. 

Au contraire, Vindice de réfraction du sang augmente 
avec le développement embryonnaire. L’acroissement plus ou 
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moins considérable se note les 13° et 14°, les 17° et 18° jours 
d’incubation. I] n’est pas sans intérét d’observer que cela coin- 
cide avec la période de rapide accroissement du poids du corps. 
“Le 21° jour, lorsque le jeune poussin sort de la coquille, on 
constate une diminution de l’indice de réfraction; mais les jours 
suivants laugmentation graduellese poursuit. Hatai trouva 
chez le rat blanc un accroissement constant depuis la naissance 
jusqu’au 597° jour. Mes résultats sont identiques A ceux de 
Rott et de Rusz chez les enfants nouveaux-nés, et apres une pro- 
visoire diminution, l’augmentation de réfraction se montre 
toujours. 
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A NEW METHOD FOR A SEX DIAGNOSIS OF BLOOD 
SERUM, FROM THE VIEWPOINT OF THE PHYSICO- 
CHEMICAL PROPERTIES OF ITS PROTEIN. 


By 
TETSUTARO TADOKORO ann MAKOTO ABE. 


(From the Biochemical Laboratory, Agr. Coll., Hokkaido Imp. Univ., 
Sapporo.) 


(Received for publication, July 9, 1927.) 


Recently some investigators have reported methods for a sex 
diagnosis of blood. Sometime ago Dewitz (1908) detected the 
catalytic power in NaF -glycerine extracts of pulpa of a lepidoptera 
after the addition of hydrogen peroxide and observed that the 
quantity of the liberated oxygen from a hydrogen peroxide mix. 
ture of female extracts is twice or three times that of male. 
The female blood has also greater reducing power than that of 
the male. Next Manoiloff (1924, 1926) reported a new colour 
reaction which distinguishes the erythrocyte-emulsion of a male 
from that of female. The principle of the colour reaction is the 
detection of the reducing degree of methyl! violet in the emulsion. 
In this manipulation Manoiloff used five different kinds of 
reagents (see reference). Bernatziki also reported a similar 
colour reaction, using isotonic KOH or NaOH extracts of 
samples, but it is different from Manoiloff’s in the colour 
which appeared, as the female extracts showed reddish blue or 
violet, while the male, reddish yellow. Thus it seems that the 
quantitative difference in varied reducing or oxidizing actions 
of the blood serum of both sexes has been studied. Joyet- 
Lavergene (1926) detected a more powerful reducing power 
in seed than in pollen with the different reagents. Sativa 
Blackslee observed female planis in the presence of methyl 
blue in KMnO, and Na,SO,; solution. All these reactions are 
due only to the quantitative difference of the same physiological 
phenomena in both sexes, therefore any physiological changes 


97 


98 Tadokoro and Abe: 


would hinder its detection. Indeed Papow (See Schratz, 
1926) showed that Manioloff’s reaction would not occur in 
*‘Endokrin Erkrankten’’. The authors investigated the 
fundamental differences of the two sexes in the chemical 
structure of body proteins and found out clear differences 
between them in many chemical properties of muscle and serum 
proteins, as will be reported in another paper. Among these 
fundamental differences in serum protein, the two most important 
chemical properties viz., first:—The precipitation and dis- 
solving limit of alkaline protein solutions by the addition of HCl, 
and second :—The free amino nitrogen content of proteins, were 
used to measure the sex differences. The following new method 
is proposed by the present authors. 

To carry out the experiment, many weighed centrifuging 
tubes which are graduated to 10 cc. with an accuracy of 0.1 cc. 
must be prepared. One cc. of blood serum was taken in each 
tube and diluted with 4 cc. of water and to each was added both 
one cc. of n/20 HCl and one ce. of alcohol. The mixture was 
centrifuged for five minutes, the upper clear liquid was decanted 
and washed with 5cc. of alcohol and ether by centrifuging 
machine. The precipitate in the centrifuging tube was dried 
in a H,SQ, desiccator and weighed. Five cc. of n/500 NaOH 
solution per 0.01 gm. of the precipitate were added, dissolved 
completely and titrated with n/200 HCl, until watching the 
dissolved proteins they became distinct suspensoids and then dis- 
solved again to a clear liquid. The results are shown in the fol- 
lowing table (The following numbers are drops of HCl solution). 


TABLE I. 


—— 
Blood-serum of, Man Woman Male-horse Female-horse 


Saciple, |Pt Sus. pt. Dis.| pt. Sus. pt. Dis. pt. Sus. pt. Dis.| pt. Sus. pt. Dis. 


1 Al Gi, BYp == aye 62 — 75 59 — 64 
2 41 — 659, 36) oll 63. — 72 el) 
3 41 — 65 37 — 53 62 — 75 49 — 58 


= 36 — 50 | 59 — 68 44 — 859 
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oy (umbilicus) | Girl (umbilicus) | Male-rabbit Female-rabbit 


1 43" — 52 39 — 49 45 — 53 42 — 61 
2 41 — 55 38 — 53 46 — 53 42 — 650 


In the above table, the suspensoid point of the male protein 
solution always needs more HCl than that of the female and the 
dissolving point of the male also a large quantity of HCl com- 
pared with the female protein solution. 

For the determination of the free amino nitrogen, the well 
dried sample was dissolved in 5cc. of n/5 NaOH solution and 
after standing three hours the free amino nitrogen was deter- 
mined by Sérensen’s formol titration method (Sdrensen, 1908) 
using n/50 HCl instead of n/5. Each cc. of n/50 HCl cor- 
responds to 0.28 mg. of free amino nitrogen and the results 
are as follows:— 


TABLE II. 


Quantity of | Equivalent cc. | Free Amino Free Amino 


Sex Tees > | Nitrogen of Dry 
Sample g. of n/50 FCI Nitrogen mg. Matter % 

Horse 

Male 0.0060 0.75 0.2100 3.500 

Female 0.0055 0.53 0.1484 2.698 

Male 0.0050 0.69 0.1680 3.360 

Female 0.0050 0,44 0.1312 2.624 
Human 

Man 0.0050 0.57 0.1596 3.192 

Woman 0.0050 0.38 0.1064 2.128 
Umbilicus 

Boy 0.0035 0.49 0.1120 3.200 

Girl 0.0035 0.15 0.0420 1.200 


From the above table, the serum protein of the male blood 
serum is seen to contain more free amino nitrogen than that of 
female. 
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ELECTRIC CHARGE OF THE ADSORBENT IN THE 
EQUILIBRIUM STATE OF ADSORPTION. 


By 
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(From the Institute of Physiology, Kyoto Imperial University. 
Performed under the direction of Prof. R. Shoji.) 


(Received for publication, July 11, 1927.) 
INTRODUCTION. 


It is a well known fact that an electric charge has a 
marked effect on the adsorption process. Naturally a positively 
charged adsorbent may very well fix a negatively charged solute. 
According to Freundlich and Poser, however, this is not a 
general rule, e.g. the positive potter’s clay adsorbs basic (posi- 
tive) dyes very markedly, and consequently they maintained 
that both the usual and the electrochemical adsorption process 
play their parts. Michaelis and Rona found that the 
adsorption of dyes by charcoal belongs to the class of equivalent 
adsorption, that is to say, equivalent amounts of the anion and 
the cathion are adsorbed. This leads us to the conception that 
the electrostatic attraction may not be a predominant factor in 
this adsorption process. 

Now we attempted to observe the variation of the electric 
charge of the adsorbent particles on adsorption. Suppose we 
take a negative adsorbent and a dye with the positive colour 
ion. If the adsorption be caused mainly by electrostatic attrac- 
tion, the adsorbent saturated with the oppositely charged solute, 
would be charged in neither sign, but become neutral. On the 
contrary, if the adsorption be established by mass attraction or 
any cause other than the electric force, tbe charge of the ad- 
sorbent may be negative or positive according to the amount of 
the solute adsorbed on it. 
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MeruHor. 


The animal charcoal ‘‘ Merck, extra pure dry’’ was used 
as the adsorbent. The material was kept in a desiccator. 
When the particles were suspended in water, they were found 
by cataphoresis to bear a negative charge. 

Methylene blue and crystal violet, both belonging to the 
positive dyes, served as the adsorbed solute. It was confirmed 
by preliminary experiment that the colour of these dyes in a 
solution changes neither by stirring for about 10 hours, nor by 
temperature variation from 0° to 39°C. 

The experiment was carried out in the following way: 
500 cc. of a dye solution of a chosen concentration were put 
in a large flask, and a certain amount of the charcoal was 
added to the solution. The mixture was stirred up by means 
of a glass stirrer driven by a motor. The rate of revolution 
was so adjusted that the charcoal particles were thoroughly 
suspended in the solution, and no portion was allowed to rest 
on the bottom. Too speedy revolution, by which air bubbles 
would be sucked into the vortex, was avoided. The flask was 
kept in a thermostat in order to carry out the experiment at 
the desired temperature. A sample of the mixture was taken 
out from time to time while the mixture was being stirred up, 
so that the proportion of the dye solution and of the charcoal 
would be the same as that of the original mixture. The 
sample was then centrifuged to remove the charcoal particles, 
and the remaining clear solution was measured as to its con- 
centration of the dye by means of a Duboscq colorimeter, the 
original solution being taken as the standard. The colorimetry 
should of course be performed after diluting both the sample 
and the standard to a suitable extent. 

On the other hand, the electric charge of the charcoal 
particles of each sample was estimated by the cataphoretic 
method under a microscope. A special slide for. this purpose 
was made by cutting out two narrow pieces of a slide glass and 
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pasting them parallel on a clean slide, forming a ditch 3 mm. 
wide between them. A pair of platinum electrodes were mounted 
in the ditch with a distance of 2.5 cm. between the poles. The 
sample was put in the ditch and covered with a cover glass. 
The microscope was adjusted on the particles suspended in the 
middle of the solution in the ditch, and a constant current of 
some 9.1 milliampére was applied betweer. the electrodes. The 
particles that are precipitated on the bottom should not be 
observed, as the particles feebly charged in the positive may 
change its charge to the negative when it touches the glass. 
It is believed that the adsorption process attains equilibrium 
generally after a few minutes. In our experiment it took many 
hours, and then we came to question whether the gas previously 
adsorbed by the charcoal might not hinder the adsorption of 
dyes in solution. To elucidate this, two experiments were 
carried out, one in the ordinary way, and the other in the same 
way except that the charcoal was previously boiled for 20 
minutes in water, to eliminate the gas adsorbed on it. The 
results were quite the same, as shown in Table I, and therefore 
we carried out further experiments with the untreated charcoal. 


TABLE I. 
1g. charcoal+250 c.c. H,O. | 1 g. charcoal+250 c.c, H,O 
boiled for 20’, evaporated | +250 c.c. of 0.1 9% methy- 
Time water replenished. 250 c.c. | lene blue solution. 
; of 0.1 % methylene blue 
cats solution added. 
Dye remaining in solution | Dye remaining in solution 
30 0.078 g. 0.078 g. 
60 0.058 0.058 
80 0.053 0.052 
100 0.050 0.046 
120 0.043 0.043 
140 0.043 0.043 
160 0.043 0.043 
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RESULTS. 


In each experiment the same amount of charcoal was taken, 
and a varied amount of the dye solution was added and the 
whole amount of the solution was made up to 500 ¢.c. The 
results with methylene blue are shown in Tables IJ, III, and 
IV, and those with crystal violet in Tables V and VI. In 
Table II, where 1 g. of charcoal was suspended in the solution 
(at 18°C), it may be seen that the charcoal particles lost their 


TABLE II. 
1 gm. charcoal in 500 ce. solttion. 18°C. 


‘Methylene blue Time till the Charge of charcoal 


in the solution. equilibrium is attained. at the equilibrium. 
0.500 g. 1° 0’ nm 
0.256 2° 10' of 
0.235 6 oO’ fs 
0.230 ae QO" a 
0.225 g° QO’ ae 
0.220 11° OF ae 
0.206 Ace Gl: = 
0.150 ones ear. = 


* ‘The remaining solution was almost decolourized. 


own charge and obtained that of the dye (positive) when more 
than 0.225 gm. of the latter was dissolved in the solution. But 
the particles; on the contrary, preserved their own charge 
(negative) with less than 0.220 gm. of the dye. In Table III, 
where 0.5 gm. of charcoal was tried, the charge was positive with 
more than 0.130 gm. of the dye, and negative with less than 0.125 
gm. of the dye. In Table IV. the experiment was carried out at 
0°C, and it was found that the limiting amount of the dye for 0.5 
gm. of charcoal lies between 0.090 gm. and 0.085 gm. Thus 
we see that the limiting amount of the dye for an exchange of 
charge of the charcoal is less with a lower temperature. In the 
experiments with crystal violet, similar results were obtained 
(Tables V and VI). At 18°C, the limiting amount of the dye for 
0.5 g. of charcoal lies between 0.070 gm. and 0.065 gm., while 
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at 0°C, the same lies between 0.050 gm. and 0.045 gm. 

The establishment of the adsorption equilibrium was con- 
firmed by the colorimetry of the remaining solution. The amount 
of dye adsorbed in the equilibrium state was measured by this me- 
thod, but, since this is not a very accurate method, the minute dif- 
ference in the amount of dye adsorbed on the charcoal in the equi- 
librium failed to be found, so that no data are given in the Tables. 

It is worth mentioning that the positively charged particles in 
the adsorption equilibrium changed their charge to negative when 
they were measured some minutes after being mounted on the 
slide. This change of charge was found to be caused by contact 
of the particles with glass, which is charged negatively in water. 


CONCLUSION. 


The charge of the charcoal particles, which is negative in 
water, changes to positive when the adsorption equilibrium is 
established in a solution of a positive dye, such as methylene 
blue or crystal violet, in a sufficient concentration. When the 
dye solution is less concentrated than a certain limiting value, 
this change does not take place, and the particles retain their 
own charge. From this result it is conceivable that the main 
generative power, of the adsorption in this case is not the electro- 
static attraction between the particles and the dye molecules 
charged in the opposite sign, but the mass attraction between 
them, while the electric attraction certainly assists the process. 


TABLE III. 
0.5 gm. charcoal in 509 cc. solution. 18°C. 
“Methylene blue Time till the. . "Charge of charcoal i 
in the solution. equilibrium is attained. at the equilibrium. 

"0,250 gm. 40! “ 

0.159 120s + 

0.135 2 0! - 

0.130 2° 20' as 

0,125 2° 30! = 

0.120 8°30’ = 

0.100 Sas ane Os = 


* The remaining solution was almost decolourized. 
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TABLE IV. 
0.5 gm. charcoal in 500 ce. solution. 0°C. 


Methylene blue 


in the solution. 


0.250 z. 
0.200 
0.150 
0.100 
0.095 
0.090 
0.085 
0.080 
0.075 
0.050 


Time till the 


equilibrium is attained. 


Charge of charcoal 
at the equilibrium. 


30’ 
40’ 
60’ 
60’ 
60’ 
70’ 
90’ 
100’ 
110’ 

* 100’ 


Plt ptt+ts4 


* The remaining solution was almost decolourized. 


TABLE VY. 


0.5 gm. charcoal in 500 ec. solution. 


18°C. 


Crystal violet 
in the solution. 


0.159 g. 
0.100 
0.075 
0.070 
0.065 
0.060 
0.050 


Time till the 


equilibrium is attained. 


Charge of charcoal 
at the equilibrium. 


bl lt+++ 


* The remaining solution was almost decolourized. 


TABLE VI. 


0.5 gm. charcoal in 590 ce. solution. 0°C. 


_Crystal violet 
in the solution. 


0.100 ¢. 
0.055 
0.050 
0.045 
0.040 
0.020 


Time till the 


equilibrium is attained. 


Charge of charcoal 
at the equilibrium. 


Tf sese Se 


The remaining solution was almost decolourized. 
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INTRODUCTION. 


The nature of the combination of haemoglobin and oxygen, 
which had been a problem of long duration, was clearly settled 
by Hill (1918). According to him, this combination is repre- 


sented by the equation, 
Fo gh Oe eI 0n0 Hen, vest ere hc oe wan ely 


where Hb denotes the molecular formula of the haemoglobin 
under the assumption that one molecule of haemoglobin con- 
tains one atom of iron. Applying the law of mass action to 
this equation, we have 

sitet Wore 

LFTb,] LO2]" 
where C is the equilibrium constant. Now, putting y = the 
percentage saturation of oxy-haemoglobin, and x = the oxygen 
tension in the medium, so that [O.]=kx, where / = a constant, 
Wwe can rewrite the equation thus:— 


Be ery ae yah Oa ene do 
100-y 
RN ln oo wh sc 


This is called Hill’s equation for the dissociation curve of 
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oxy-haemoglobin. Experimental proof of this theory was 
furnished by Barcroft’s elaboration (1913). As may be seen 
in. equation (1), n is the number of J7b-molecules aggregated 
into a single particle, and consequently it must be an integer. 
Applying experimental data to the equation, however, the n 
obtained by Barcroft was not an integer. Hill said “‘this 
is due simply to the fact that the aggregation is not into one 
particular type of molecule, but rather into a whole series of 
different molecules: so that equation (2) is a rough mathemati- 
cal expression for the sum of several similar quantities with n 
equal to 1, 2, 3, 4, and possibly higher integers.’’ Thus the 
real forms of equation (1) in the blood are expressed by 


Hb + O, 2 HbO: 
Hb; +203 — Hb: O; 
Tbe? JO, =. do Oe ete. 


and therefore the » obtained from experimental data is to be 
regarded as the average number of haemoglobin molecules in 
each aggregate. 

Barcroft found with Poulton that the value of n les 
between 2.45 and 2.55 for his own blood, and so he assumed 
it as 2.5. He saw that this figure well applied to Douglas’s 
blood, and so this value of n has come to be generally accepted. 
Further he maintained that this value is independent of the 
CO,-tension. Thus assuming n=2.5 fon human blood, he 
calculated the value of K for the blodd under varied conditions. 
See their original papers and also Barcroft’s monograph pp. 
63-65. 

Barcroft’s value of n, 2.5, was doubted by Hill (4922), 
who regarded it as a little too high. In his paper he modified 
the original meaning of the constant n, saying that ““any 
factor which causes the haemoglobin in the blood to exert an 
osmotic pressure equal to 1/n of the pressure of the oxygen 
with which it combines must necessarily lead to an equation of 
this type.’’ This new reasoning seems to us to be identical 
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with his old one, so long as the fundamental law, P= RT ois 
regarded as applying to the haemoglobin solution on the kinetic 
conception of the osmotic phenomenon. 

According to our view, too, it is a matter open to doubt 
whether the value of K may be reckoned under the assumption 
that‘n=2.5. As was mentioned above, we have 


(ON == hee, 
760 


where a=the solubility of O2 in the aqueous medium of blocd, 
and therefore 


Ke Gee (-) 6 
760 
Thus, both a and C being constants, K is a function of n, and, 
as m enters the value of K as a power index of a constant, it 
is clear that a slight variation of the value of n will cause a 
marked change in the value of K, so that it is less reliable to 
compute HK than to compute 7 itself. 

On the other hand, the physical meaning of the constant 
m after Hill’ old view, is the average number of haemoglobin 
molecules composing each aggregate particle in the blood. 
Therefore, it is not a waste of time to keep on studying to 
make sure whether or not the value of n differs according to 
differing conditions. This is the topic of our present study. 


MeETHODS. 


The material chosen was human and horse blood. The 
blood was defibrinated with a feather, and put in a Barcroft 
tonometer to bring it to equilibrium with a gas of which the 
O,- an! CO.-tensions were known. The equilibrium was estab- 
lished in a water bath of 37°C. The partial pressures of O, and 
of CO, in the gas were measured with a Haldane apparatus 
after the equilibrium was attained. A slight variation of the 
CO,-tension from the desired value is unevoidable, as the transfer 
of some amount of ©Oz between the gas and blood necessarily 
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takes place. The measurement of the percentage of saturation 
of the blood haemoglobin by the oxygen was carried out by 
the Barcroft method. We used the 
apparatus of large size with a slight 
modification. The three-way tap was 
replaced by a two-way one, as sketched 
in Fig. 1. The capacity of the bottle 
was 12.5 cc., in which 0.5 cc. of the 
blood was analysed. As to the procedure, 
of the measurement, Barcroft’s de- 
scription in his monograph (Appendix, 
p- 290) was followed. 

In order to compute the value of 
nm, it is convenient to rewrite equation 
Fig. 1. (2) thus:— 


log y—log (100—y) = log K + n log z. 


Piotting the value of log y—log (100—y) against 2, a 
straight line is obtained. It is a matter of course that the 
tangent of inclination of this straight line against the abscissa 
is n, and the intersection of the line on the ordinate is log K. 
The straight line drawn in free hand will being a fairly good 
result. 

To compute the value of n as well as of K more precisely, 
however, it is advisable to treat the data by means of the 
method of least squares. The values of » given in this report 
were all calculated by this method. In order to simplify the 
mathematical operation, we assumed that the errors of the 
observed values of x or log were negligible compared with 
those of y or log y—log (100—y), also that the values of the 
latter are all of equal weight. Strictly speaking, these are not 
so, but such simplifications save a great deal of trouble in 
mathematical operation, while causing no significant errors in 
the computed values of n. 


It is a matter of course that the precision of the computed 
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value of n increases with the number of y observed at different 
« values. In practice we carried out the measurement of y 
generally at 5-10 different points of x with the same blood, 
simultaneously on the same day. 


INDIVIDUAL VARIATIONS OF THE CONSTANT 1 
FOR HUMAN BLOOD. 


The results of experiments carried out with the blood of 
six adult men and one woman are given in Protocol I, of which 
the constants are summarized in Table I. We see that the 
value of m is not a constant, 2.5, as usually accepted, but 
varies rather markedly, i.e. between 1.946 and 2.607 for the 
seven individuals tested. The CO, tension, Peo, was not quite 
the same, but varied from 36 to 41 mm Hg. There is no 
doubt that the individual variation of m is not due to varied 
CO,-tensions, as the former varies quite independently of the. 
latter. These results tell us undoubtedly that it is quite errone- 
ous to calculate the value of K, assuming n=2.5. For example, 
taking my own blood, we have n=2.071 and K=8.992x10™. 
If we put n=2.5, the mean value of K calculated for each 
point of this experiment turns out to be 1.937x10™'. Such a 


TABLE I. 


Human blood. 


(Corresponding to Protocol I.) 


_ Subjects raat ais} n re 
ae | ee 36.6 2.204 3.802 x 10-4 
Peake: NEY esos 36.3 2.071 8.992 x 10-4 
DANE AE): ble stararcm mets 41.6 1.946 1.515 x 10-3 
Mer iPEe “(dhs execs ese 38.9 2.367 1.727 x10-4 
Mee = (6Y cio haa 37.9 2.245 4.914 10-4 
oy 6 oe () 39.8 2.065 5.748 x 10-4 
Megs SYS ie ee Be 41.1 2.607 7.443 x 10-5 
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remarkable difference in the calculated value of K is too much 
to attribute any meaning to it referring to properties of the blood. 


RELATION BETWEEN THE VALUE OF » AND THE 
CO,-TENSION OF THE BLOOD. 


This was studied using the blood of a horse tended in our 
Institute, as well as my own blood and that of Prof. Shoji. 
The results are given in Table II (Corresponding to Protocol. 
II) and Table III (Corresponding to Protocols II andIV). In 
Table II, the Py of the blood from the same animal is given 
at varied CO,-tensions. This will serve to indicate the degree of 
the buffer ability of the blood against the variation of the CO,- 
tension. The measurements were made, however, not on the 
same day and not with the same blood as that used for the 
study of the oxygen dissociation curve, but on closely succes- 


TABLE II. 


Horse-blood. 
(Corresponding to Protocol II.) 


tins m -& WK Gules Pa 
(1) 2.8 1.916 | 1.189x10-2 8.410 10! 5.4 Tal 
(2) 2.6 2.011 1.265 x 10-2 7.905 x 10¢ 5.7 7.662 
(33) 2.6 2.022 7.638 x 10-3 1.309 x 10? 35.4 7.182 
(4) 19.9 2.143 7.243 x10-? 1.381 x 102 35.9 7.223 
(5) 38.5 2.146 1.076 x 10-3 9.294 x 102 66.4 6.996 
(6) 40.3 2.166 9.902 x 10-4 1.010 x 10% 67.4 6.963 
(7) 39.6 2.192 9.226 x 10-4 1.084 x 103 91.5 6.833 
(8) 64.7 2.256 5.757 x 10-4 1.735 x 10 92.5 6.849 
(Ch) 70.7 2.216 5.035 x 10-4 1.986 x 103 
(10) 84.8 2.428 1.055 x 10-4 9.479 x 103 
(11) 90.3 2.504 1.226 x 10-4 8.157 x 10% 
(12) 94.5 2.561 1.048 x 10-4 9.542 x 103 
(13) 105.6 2.724 3.244 ~ 10-5 3.083 x 104 
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TABLE III. 
Human blood. 
. Subjects Peo» n K WK 
(mm. Hg) 
Prof Re Sen el) 2.5 2.064 3.404 10-3 2.938 x 102 
(Protocel TV) (2) 21.4 2.159 8.549 x 10-4 1.170 x 102 
(3) 86.6 2.204 3.802 x 10-4 2.630 x 10? 
(4) 71.6 2.300 2.275 x 10-4 4.396 x 10° 
(5) 91.4 2.341 1.582 x 10-4 6.321 x 103 
(6) 102.5 2.423 1.027 x 10-4 9.737 x 103 
IDesies wes (1) 1.6 1.904 3.404 10-3 2.213 x 10? 
(Protocol ITI) (2) 21.4 2.013 1.790 x 10-3 5.587 x 10? 
(3) 36.3 2.071 8.992 x 10-4 1.121 x 103 
(4) 64.3 Del ow 4.417 x 10-4 2.264. x 103 
(5) 82.9 2.191 3.496 x 10-! 2.860 x 10° 
(6) 94.3 2.213 2.409 x 10-4 4,151 x 10? 
(7) 104.8 Sys 1.818 x 10-4 5.501 x 10° 


— 


sive days, and therefore we will refrain from discussing the 
relation between the values of n as well as of K and the Py 
values of the blood. It may be seen in the tables that the 
value of n is not independent of the CO,-tension as was thought 
by Barcroft and Poulton, but the former increases with the 
increase in the latter. The relation between them, however, is 
not simple. Plotting n against the CO,-tension, we obtain a 
curve with a double curvature, as graphed in Fig. 2. The 
two curves for human blood go parallel, while that for the 
horse-blood grows more rapidly with increased CO,-tension than 
the former. Further study is necessary before we can proceed 
to discuss the physical meaning of this functional relations. 
L. J. Henderson and, later, Adair, studied independently 
the value of K under varied CO;-tensions, assuming n=2.5, 
and found that 1/K is a linear function of the CO,-tension, and 
A. V. Hill (1922, p. 360) attributed a theoretical explanation 
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Fig. 2. 
A 
2.8fn 
A. Horse-blood. 
B. Human bdloocd(Prof. R. a a 
C. Human dlood(Dr. K. Y.- 
2.6 


2.4 ee y 


P..mm.Hg 
20 40 60 80 100 120 


to this fact under the assumption that the aggregate particles 
of haemoglobin Hb,, or of oxyhaemoglobin, (HbO,),, dissociate 
as a weak and monobasic acid. 

Plotting the values of 1/K obtained in our experiments 
against the CO.-tensions, we see that, below 70 or 80 mm. Hg 
of the latter, the lineality is roughly held, though the plotted 
points show considerable and irregular variations. See Fig. 3. 
According to our view, these variations are not due simply to 
experimental error, but are really due to the fact that each 
point was measured on a different day though the samples were 
collected from one and the same individual. Hill’s conclusion 
of the lineality between 1/K and the CO,-tension is deduced 
from two hypotheses, i.e. the linear relation between 1/K and 
the hydrogen ion concentration, [H], of the blood, and the 
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same relation between [H] Fig. 3. 
and the CO,-tension. The oo 
latter relation may be held on 45 
one and the same blood, but é b } 
it was really not so in our 
case. The buffer ability of = 
the blood may vary, though va 
not markedly, even in the 40 a 
same individual on different 5 
days, and therefore the ob- Sa 
served points may show irre- ett 2 R.um.Hg 
et 
gular variations from the , = 4 ; Se, SER 
* . = . orse-plooad. 
Bae oliyyy Thusy a order to B. ere blood (Prof. R. §.). 
examine the applicability of Oho Hamme bend (ee oe 1. 
Hill’s assumption, it is 
highly preferable to observe the relation between [H] and 1/K 
directly. For this purpose a change in the CO:,-tension is not 
suitable to vary the [H] of the blood, as it is not easy to 
maintain a desired CO.-tension of the blood while-it is kept in 
the hydrogen electrode tube on the potentiometry. Consequently 
we preferred to add a suitable amount of lactic acid to the 
blood, instead of bringing it to equilibrium with the differing 
CO,-tensions. The results are given in the next paragraph. 


RELATION BETWEEN 7, AS WELL as 1/K, AND THE 
HYDROGEN ION CONCENTRATION OF THE BLOOD. 


1 ce. of a 0.05 %—0.5 % lactic acid solution was added 
to 9 cc. of the defibrinated blood of the horse as well as to the 
same quantum of my own, and the constants of the oxygen 
dissociation curve of this mixture were studied on the one 
hand, and the hydrogen ion concentration of the same mixture 
on the other, by means of the potentiometry described in the 
paper by Hou of our institute. The detailed results are given 
in Protocols V and VI, the computed data of which are 
summarized in Table IV. In these results (Fig. 4), n is a 
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TABLE IV. 
(Corresponding to Protocol V.) 
Subject Pu {HJ n KS 1K log K| Pa—log K 

(1) | 7.987 |1.030 x 10-8) 2.011 }1.265 x 10-2) 7.905 x 10 2.102 9.885 
(2) | 7.816 |1.528 x 10-§| 2.018 \5.818 x 10-4] 1.719 x 10 | 3.765 10.051 
Horse (3) | 7.678 |2.099 x 10-8) 2.062 |4.067 x 10-*) 2.459 x 10? 3.609 10.069 
blood (4) | 7.385 [4.121 x 10-8} 2.154 |1.806 x 10-3] 5.537 x 102 | 3.257 10.123 
(5) | 7.108 17.798 x 10-8} 2.245 |7.862 x 10-4] 1.272 x 103 | 4.896 LOT? 
(6) | 7.045 19.015 x 10-§] 2.257 6.039 x 10-4] 1.656 x 103 | 4.781 10.264 
(7) | 6.832 |1.472 x 10-7) 2.429 |1.710 x 10-4] 5.848 x 10% | 4.233 10.599 
(8) | 6.499 |3.169 x 10-7| 2.537 |4.784 x 10-5] 2.090 x 10¢ | 5.465 11.034 
(9) | & 475 |3.170 x 10-7] 2.619 |2.920 x 10-5] 3.425 x 10! | 5.680 10.795 
(10) | 6.094 |8.053 x 10-7] 2.824 |8.966 x 10-§| 1.115 x 10° | 6.953 11.141 
(11) | 5.726 |1.879 x10-§] 3.143 |1.243 x 10-§ 8.545 x 10° | 6.906 10.820 
Human (1) | 7.436 |3.664 x 10-8} 1.904 /4.519 x 10-5] 2.129 x 102 | 3.655 9.781 
Blood (2) | 6.865 }1.365 x 10-7] 2.048 |1.133 x 10-3] 8.826 x 10? | 3.054 9.811 
(Dr. K.Y.) (3) | 6.247 15.662 x 10-7] 2.312 |1.185 x 10-4] 8.439 x 103 | 4.074 10.173 
(4) | 6.004 19.908 x ) 2.399 15.743 x 10-5) 1.741 x 10# | 5.759 10.245 


decreasing function of Py, and the rate of decrease diminishes 
with the increase in Py, so that the curve is concave upwards. 
In other words, the degree of aggregation of the haemoglobin 
molecules is augmented when the blood is made more acidic 
than the normal. 

As to the relation between 1/K and [H], a short introduc- 
tion is necessary. Hill assumed the following equilibrium 
inside the corpuscles:— 


H(Hb), +B’ +OH’B(Hb), + 0.0, 
H(Hb),+n0.2H(HbO2)n, 

B(Hb),, +nO.2B(HbO,)n, 

H(HbO.),-+ B: + OH’ B(HbOz), + H20, 

where B represents alkali, Na or K, inside the corpuscle, and 
from these equations he deduced a relation. 


and 
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Fig. 4. 
n 
A 
sae. \ 
© 
fA. Horse-blood. 
3.0 B. Human blood(Dr. kK. yY.). 


ple a, CH (K, a=constants) 
TOO i Be 
or log K = Py + constant. 


so that the relation between log A and Py is a straight line 
inclined at 45° to tho axes. The experimental results of 
Barcroft and his collaborators (1914-15) as well as of Donegan 
and Parsons show this linear relation. Their empirical values 
of K, however, were calculated under the assumption that 
n=2.5. Our data are those computed by the method of least 
squares as was mentioned above. It may be seen in them that 
the lineality between log K and Pu is held (see Fig. 5.), so 
that Pr—log K is a constant, but the inclination of this straight 
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Fig. 5. 


75 A. Horse-blood. 


B. Human blood(Dr. kK. Y.). 


5 6 ie 8 


line is not 45°, as was maintained by Hill, but amounts to 
nearly 60°. Thus Hill’s theory is correct in the gross, but 
some modification or supplementation is wanted. 


EFFECT OF TEMPERATURE UPON THE CONSTANT nN. 


It was found long before by Barcroft and King, that 
the O,-dissociation curve of blood descends when the tempera- 
ture goes up. Since Hill’s equation was established, however, 
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Wwe see no studies on the effect of temperature upon the constant 
N, i.e. on the aggregation state of the haemoglobin molecules. 
So the present investigation was directed to this point. 

Similar experiments as stated above were carried out in a 
thermostat of several temperatures from 18° up to 50°C. The 
materials used were the blood of our horse, of Prof. Shoji, 
and my own. Detailed data are given in Protocols VI and VII 
of which the constants are summarized in Table V, as well as 
in Fig. 6. Here we see that the constant n is an increasing 
function of the temperature, and the slope of the curve in- 
creases with the rise in temperature. The three curves run 


TABLE V. 
r 
Subject {7 n KS 
(1) 18 1.851 G7 1O= 
(2) 20 1.865 1.148 x 10-2 
Horse- (3) 25 1.941 4.886 x 10-3 
blood (4) 30 2.058 1.511 x 10-3 
(Protocol VI) (5) 35 2.159 7.759 x 10-4 
(6)| 40 2.52 1.143 x 10-# 
(7) 45 2.786 2.691 x 10-5 
(8) 47 3.077 6.730 x 10-6 
(9) 50 3.267 2.427 x 10-5 
Human blood (1) 27 2.000 2.755 x 10-8 
(Brot Reis.) (2) 32 2.197 9.767 x 10-4 
(Protocol VII, A) (3) 37 2.847 3.020 x 10-4 
(4) 42 2.705 3.908 x 10-5 
(5) 48 3.166 3.3842 x 10-5 
Human blood (1) 25 1.754 1.020 x 10-2 
(GR ee) (2) 32 1.898 2.541 x 10-8 
(8) 37 2.071 8.851 x 10-4 
ace a (4)| 42 2.299 1.753 x 10-4 
(5) 48 2.776 1.071 x 10-5 
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Fig. 6. 


Horee-blood, 
Human blood(Prof. R. 8.). 
Human blood(Dr. XK. Yee) 


T 
25 30 39 40 45 50 95 


parallel to one another, showing no essential differences be- 
tween the human blood and horse-blood with respect to the 
temperature effect on them. The constant K decreases markedly 
with the increase in n, according to the demand of the theory. 
It is to be regretted that all trials to find a theoretical or 
empirical formula, which should express the relation between 
m and the temperature, failed, in spite of a smooth form of the 
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curve as shown in Fig. 6. 


SUMMARY. 


“ 1. The constant n in Hill’s formula for the oxygen dis- 
sociation curve of the blood. 


y Kz" 


1000 1+ Kz" 
i.e. the average number of haemoglobin molecules aggregated 
to a particle in the blood, is not a common constant, 2.5, for 
every human individual.. It varied from 1.95 to 2.61 among 
seven Japanese. Therefore the constant » should be computed 
from the experimental data of the oxygen dissociation curve. 

2. For the same individual, the constant n is an increasing 
function of the CO,-tension of the blood. 

3. The constant n is a decreasing function of Py of the 
blood, when it is made more acidic than the normal. Log K 
is a linear function of Py, as was maintained by Hill, but 
the inclination af this straight line is not 45°, which is the 
necessary value from H1ill’s theory, but has been found in the 
present experiments to be about 60°. 

4. The constant n increases with the rise in temperature. 
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122 K. Yabuki: 
PROTOCOL I. 
Human blood. 

Peo. - y y Peo. } % y y 
(mm. Hg) ‘ (obs.) | (cale.) (mm. Hg)(mm. Hg)| (obs.) | (cale.) 
1) Subject: Prof. R. S. 5) Subject: Mr. §. I. 

37.5 24.65 28.45 27.81 37.5 30.4 46.75 47.34 
36.6 39.50 46.40 49.89 38.6 34.9 54.60 54.08 
37.4 42.85 62.35 60.04 37.9 45.8 72.70 69.29 
35.8 50.30 67.00 68.15 37.9 50.8 76.50 74.00 
34.1 55.80 71.70 72.89 Pco, =37.9 
38.0 | 61.80 | 76.70 | 77.11 mean Pco.= ae: 
n= 2,245 
ee ae K= 4.214x16-4 
K= 3.802x 10-4 
2) Subject: Dr. K. Y. 6) Subject: Mr. T. K. 
36.2 19.40 28.30 29.46 40.2 36.12 50.9 48.6 
35.8 25.90 44.70 43.18 40.1 43.15 58.0 57.7 
36.0 32.13 54.70 54.29 39.8 47.76 62.7 63.2 
37.2 44.40 70.35 70.18 40.2 53.86 67.6 68.4 
36.3 58.85 80.15 80.62 38.1 58.17 G22 TARE 
mean Pco;=36.3 mean Pco, =39.1 
n= 2.071 n= 2.065 
K= 8.992x10-4 K= 5.748 x10-4 
3) Subject: Dr. §. N. 7) Subject: Mrs. S. Y. 
41.2 30.49 54.08 53.95 40.6 15.00 8.1 | 8.0 
41.2 34.91 61.76 60.38 42.5 22.87 19.4 20.6 
42.4 48.56 74.24 74.34 44.2 44 25 63.5 66.6 
41.8 58.77 79.26 80.77 39.4 50.70 66.3 67.5 
40.1 61.12 81.44 81.86 38.6 70.40 82.1 83.0 
42.7 65.53 84.29 83.85 
mean Peco, =41.1 
mean Pco, =41.6 n= 2.607 
n= 1.946 K= 7.443 x10-5 
K= 1.015 x10-3 
4) Subject: Mr. I. I. 
38.2 23.40 21.93 oaks 
39.7 28.97 34.97 33.26 
38.8 49.78 65.46 64.22 
39.6 54,73 69.03 69.20 
38.4 66.29 75.88 77.98 
38.6 72,09 82.09 81.14 
mean Pco.=38.9 
n= 2.367 
K= 1.726x10-4 
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PROTOCOL II. 
Horse-blood. 

“ Peo. ip y y Peo, x y y 
(mm. Hg)(mm. Hg) (obs.) | (ealc.) (mm. Hg)(mm. Hg)} (obs.) | (calc.) 
1) mean Pco,=2.8 5) mean Peco, =388.8 

2.5 5.93 | 27.0 26.6 37.7 | 21.75 | 43.9 | 44.4 
2.5 9.25 | 450 | 45.8 38.1 | 26.45 | 55.9 | 54.8 
ZS) |) T87 |} Bae 55.2 39.6 | 28.80 | 59.1 59.4 
29) | 2288 | 818" | B21 38.8 | 32.25 | 65.6 65.0 
2.9 | 26.15 | 85.0 86.1 37.9 | 35.45 | 67.9 69.5 
3.0 | 27.35 | 88.1 87.1 38.7 | 39.35 | 74.7 74.0 
n=1,916 n=2.146 
K=1,189 x 10-3 K=1.076 x10-3 
2) mean Pco.=2.6 6) mean Pco, =40.3 
2.3 7.06 |{ 39.7 39.2 40.2 
2.9 | 13.00 | 65.0 | 65.2 40.7 | 2085 | 43 | are 
2.9 | 18.00 | 80.1 80.9 39 
4 | 2750 | 573 | 565 
= ae oe ee oe 37.85 | 70.7 71.6 
; ‘ 
21 | 97.24 | 91.3 | 90.2 pie ean 
n=2.166 
=9 
Line eee K=9.902x 10-4 
3) mean Pco,=2.6 7) mean Pco, =39.6 
ar 207-1) ALG. | 150 16.8 
ale eae 394 | 15.35 | 27.0 | 269 
: af 38.4 | 19.57 | 41. 38.5 
Peete) eee 39.2 | 2465 | 50.5 | 50.9 
oe | isis | 72.9 72.8 39.2 | 29.55 | 56:6 60.7 
23 | 2635 | 766 772 40. 36.90 | 71.9 71.5 
; ; 40. 40.25 | 75.6 es 
n=2,022 39. 46.70 | 83.3 80.8 
K=7.683<10-* n=2.192 
K=9,226 x 10-4 
4) mean Pco,=19.9 
20.1 22.80 Biel 37.2 8) mean Pco,=64.7 
1800 | e4l4t °| 67.7 58.1 
20.6 | 44.48 | 72.1 71.8 64,0. | 19.88. | 21.8 21.4 
19.6 | 46.36 | 73.1 78.1 64.9 | 20.90 | 35.5 35.3 
20.2 | 50.78 | 76.7 76.7 66.1 | 49.15 | 79.6 79.0 
20.9 | 56.33 | 80.2 80.5 64.0 | 55.80 | 82.9 §3.4 
n=2.143 n=2.256 
K=7.243 x 10-4 K=5.750 x 10-4 


124 K. Yabuki: 


PROTOCOL II.-(Continued.) 


Horse-blood. 


Peo, x y y Pco. x y 
(mm. Hg)(mm. Hg) (obs.) (cale.) (mm. Hg)(mm. Hg) (obs.) 
9) mean Pco.=70.7 12) mean Pco,=94.5 
71.4 25,20 39.4 39.1 94.7 24,22 28.1 
70.8 36.53 58.4 59.4 92.6 34.65 46.8 
70.1 45.85 as 70.7 94.7 41.40 54.8 
70.7 54.00 77.5 HU oll 95.4 46.60 67.6 
95.5 54.40 174 
n= 2.216 94.3 62.45 | 79.7 
— =4 
K=5.035 x10 n=2.561 
i era =4 
10) mean Pco.=84.8 K=1,048 x10 
82.1 Soler Ooel 34.1 13) mean Pco, =105.6 
Sei 38.79 44.5 43.2 < 
87.6 52.62 60.8 61.4 103.2 87.78 | 39.4 39.1 
86.8 56.92 64.0 65.8 106.9 42.88 47.0 47.5 
84.0 61.04 68.1 69.5 104.2 boule 62.3 61.9 
83.7 65.63 72.8 hoa 107.2 59.01 68.8 68.4 
84.2 70.98 77.9 WGey 106.6 63.53 G21 72.6 
n=2.428 n=2.724 
K=1.055 x 10-4 K=3.244x10-5 
11) mean Pco,=90.3 
90.3 30.49 39.6 38.8 
$3.6 37.81 52.2 52:2 
87.4 46.10 60.8 64.2 
93.2 49.25 67.9 67.9 
92.2 53.15 74.0 71.9 
89.8 538.99 77.0 76.8 
n=2.504 


K=1.226 x 10-3 
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PROTOCOL III. 
Human blood (Dr. K. Y.), 
= Peos lie a y y Peo, x y y 
(mm. Hg)(mm. Hg) (obs.) | (cale.) (mm. Hg)\(mm. Hg)} (obs.) | (cale.) 
1) mean Pco,=1.6 5) mean Pco,=82.9 
1.9 11.18 { 31.04 | 30.93 82.7 25.32 | 28.82 ) 29.36 
1.6 14.78 | 43.01 | 43.25 83.5 30.85 | 40.06 | 39.04 
1.4 36.60 | 81.38 | 81.07 82.1 35.74 | 47.50 | 46.92 
1.6 39.39 | 88.38 | 88.13 83.1 40.09 | 54.10 , 58.21 
1.3 49.72 | 88.36 | 88.48 82.8 47.18 | 61.69 | 61.90 
9 95 
eee: 83.2 52.59 | 68.55 | 87.33 
K =4.519x 10-3 n=2-191 
K =3.496 x 10-4 
2) mean Pco,=21.4 ae = aoe = 
21.2} 2217 ) 41.59 | 47.81 non Eee ae 
21.1 26.08 | 51.77 | 55.96 92.6 36.67 | 42.62 | 41.10 
21.0 39.65 | 73.08 | 74.70 92.9 41.84 | 48.10 | 48.29 
21.9 46.34 | 78.36 | 80.16 95.7 52.77 | 60.55 | 60.97 
21.9 52.59 | 81.15 | 83.90 96.6 | 58.27 | 68.73 | 66.04 
22.9 57.38 | 85.83 | 86.13 91.8 62.79 | 71.41 | 69.64 
96.0 7373 | 78.80 | 76.56 
n=2.013 
K=1.790 x 10-3 n=2.213 
K =2.409 x 10-4 
3) 
7) mean Pco,=104.8 
Protocol I, No. 2. 103.6 | 42.37 | 53.33 { 51.70 
106.1 48.44 | 58.51 | 59.35 
4) mean Pco,=64.3 107.7 53.99 | 63.93 | 65.24 
. J 104.7 64.938 | 73.05 | 74.21 
64.1 ] 28.83 | 37.35 | 36.78 105.7 | 69.93 | 78.30 | 77.37 
64.2 41.10 | 55.25 | 55.39 ae rae (GG Ld Toes 
64.9 45.80 | 59.50 | 61.01 ; 
65.4 51.00 | 66.15 | 66.32 n=2.317 
63.1 57.00 | 72.6) | 71:56 ose 
ld 


K=4.417 x 10-4 


K. Yabuki: 


PROTOCOL IY. 


Human blood (Prof. R. §S.), 


Pco> ay | ] 
(mm. Hg)(mm. Hg)) (obs,) 


1) mean Pco,=2.5 


4) mean Pco,=71.6 


y Peo, 2 Yy 
(cale.) (mm. Hg)(mm. Hg) (obs.) 


2.9 18.80 | 52.27 | 53.50 74.1 39.55 | 51.50 
2.5 22.38 | 67.66 | 67.54 71.5 46.34 | 59.72 
2.5 28.00 | 78.32 | 76.76 71:7 56.18 | 71.76 
2.3 38.10 | 86.29 | 86.18 71.5 62 75.11 
2.2 46.19 | 89.79 | 90.27 72.0. 65:48 | 78.11 
719 70.81 | 79.54 
n=2.064 69.0 74.18 | 83.73 
K=3.404x 10-3 71.1 80.54 | 83.18 
n=2.300 
2) mean Peo,=21.4 K=2.975 x 10-4 
23.6 ae 38.71 | 39.03 = 
21.9 27.08 50.55 | 51.38 = 
m3) S966 \ 640. | 62es | one 
21.2 40.55 | 70.86 | 71.69 89.3 35.46 | 39.73 
21.8 45.46 | 78.04 | 76.42 90.0 46.08 | 54.67 
21.2 50.78 | 81.28 | 80.45 92.0 Al.54 | 62.37 
20.0 55.90 | 88.74 | 83.51 94.6 56.63 | 67.80 
21.0 62.06 | 85.01 | 86.39 93.8 62.37 | 72.20 
90.3 66.39 | 74.77 
n=2.159 89.9 72.09 | 76.63 
ee -4 
K=8.549 x 10 ery, 
K=1.582 x 10-4 


6) mean Pco,=102.5 


102.2 34.44 34.69 

Protocol I, No. 1. 104.4 40.61 46.05 
104.7 55.59 64.01 

103.9 61.97 67.63 

101.1 66.51 72.09 

102.5 73.00 77.70 

98.9 79.32 80.82 

n=2.423 
K=1.027 x 10-4 


a ee ee 


aes 
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PROTOCOL V. 


Horse-blood (9 ec.)+lactie acid (1 cc.) 


12 


7 Peo, x y y Peo. x y y 
(mm. Hg)/(mm. Hg} (obs.) | (cale.) (mm. Hg)(mm. Hg)| (obs.) | (cale.) 
1) no acid. 5) 0.2 % acid. 
z 2.3 17.48 ) 81.18 ) 32.62 
Protocol No. II, No. 2. 29 21:87 a daar 
2.5 28.75 | 59.00 | 59.67 
Pu=7.987 1.5 35.35 | 68.50 | 70.18 
n=2.011 2 38.58 74.40 74.12 
ae ye ; 5 78.30 | 7994 
K=1.265 10 19 | 4930 | 85.00 | 83.24 
2.0 56.39 | 88.75 | 87.00 
2) 0.05 % acid. Hear 
H>=/. 
3.6 5.14 | 13.25 | 13.64 n=2.245 
3.7 9.69 37.30 36.27 K=7.862 x 10-4 
4.2 13.87 | 56.64 | 53.99 
4.0 19.37 | 65.13 | 69.72 |6) 0.2 % acid. 
37 34.34 | 80.00 | 78.50 a Rae je 
Pu=7.816 fe ae a 30.2 
EF rE 1.95 | 41. 39.1 
tere 16 | 2663-| 505 | 49.9 
K =5.818 x 10-' 2.0 30.65 | 56.8 57.7 
7 42.25 | 73. 73.8 
2.7 13.82 ] 47.10 | 47.76 beige. 
2.9 19.22 | 65.50 | 64.35 . n=2.257 
3.4 2181 | 73.80 75.34 K=6.039 x 10-4 
30.65 | 83.00 | 82.5 = = : 
a8 3430 | 85.40 | 85.63 | 7 0.25 % acid. 
3.3 37.15 | 88.20 | 87.54 3.8 Al.11 { 58.15 | 53.73 
3.7 42.90 | 89.75 | 90.43 3.6 46.85 | 66.94 | 65.78 
3.8 47.90 92.60 92.22 3.4 58.16 76.65 76.77 
Pa=7.678 2.8 71.00 | 84.24 | 84.29 
n=2.06% elles Oe 
Ba =3 n=2.429 
ete K=1710x10-! 
4) 0.14 % acid. 8) 0.53 % acid. 
5 d 59.00 | 53.80 2.1 47.46 | 45.77 | 46.13 
> 9 2556 66.03 | 66.03 1.9 | 6466 | 65.89 | 65.25 
27 32 33 75.78 76.32 2.5 69.62 70.28 72.42 
27 35.31 | 79.85 | 79.58 1.9 74.87 | 71.54 | 73.13 
; i 2.0 86.87 | 79.69 | 79.88 
— OOF 
Pu=7.385 Py=6.499 
n=2.154 n=2.537 


K=1.806 x 10-3 K=4.784 x10-5 


128 K. Yabuki: 
PROTOCOL V.-—(Continued). 
Horse-blood (9 cc.)+lactic acid (1 cc.) 

Peco. ay y y Pco, x y y 
(mm. Hg) (mm. Hg)| (obs.) | (calc.) (mm. Hg)((mm. Hg)} (obs.) | (cale.) 
9) 0.33 % acid. 11) 0.5 % acid. 

3.5 46.35 39.91 40.27 2.1 §3.11 24.35 24.73 
Sell 52.23 49.30 47.96 1.4 60.06 32.59 32.60 
cell 97.72 54.42 54.50 1.8 69.35 44.36 43.19 
2.9 64.18 60.25 61.26 ilar Gouok 47.72 47.58 
2.2 76.36 CLES 71.36 1.9 79.14 53.60 53.51 
3.0 81.30 74.96 74.60 1.5 83.87 57.19 58.01 
9) 91.56 80.34 80.03 Pu=5.726 
Py=6.475 n=3.143 
n=2.619 K=1.243 x 10-6 
K=2.920 x10-5 
10) 0.4 % acid. 
1.9 50.07 30.50 30.95 
2.2 56.02 37.16 38.11 
1.6 59.11 43.10 41.73 
ahare 64.18 48.19 47.47 
1.3 69.53 52.30 53.12 
1.6 73.90 57.61 57.37 
Pa=6.094 
n=2.824 
K =8.966 x 10-5 
Human blood (Dr. K. Y.) (9 ec.)+lactie acid (1 cc.) me 
1) 0.85 % NaCl 83) 0.33 9% acid. 
2.0 11.18 31.05 30.87 lye I! sy. pal 53.39 | 52.59 
1.6 14.78 43.01 43.25 LAY 57.92 59.71 57.39 
1.4 36.60 81.38 81.07 1-2 63.97 64.61 63.96 
ae 39.39 83.38 83.11 Aa 69.62 69.18 68.34 
9 
il 49.72 88.36 88.44 Pg =6.947 
Pu=7.436 n=2.312 
n=1.904 K=1.185 x 10-4 
K=4.519 x 10-3 
2) 0.2 % acid. 4) 04 % acid. 
Hof 13.01 18.10 17.83 2.3 45.14 34.55 34.85 
iG} 17.41 27.44 28.26 2.2 51.59 42.29 42.44 
1.0 21.12 37.21 36.90 1.9 57.15 48.92 48 52 
1.6 25.83 47.33 46.91 2.0 64.30 55.56 59.57 
algal 29.53 53.56 53.76 eS: 72.36 62.02 62.41 
Pn=6.865 PxH=6.004 
n= 2.046 n=2.399 
K=1.133 x 10-3 


K=5.743 x 10-5 


4 
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PROTOCOL VI. 
Horse-blood. 

Peco... ae Yy y Peco, | L y y 
(mm. Hg)(mm. Hg)} (obs.) (cale.) (mm. Hg) (mm. Hg) (obs.) | (eale.) 
1) 2P=ie°C 6) T=40°C 

35.8 6.44 | 33.95 | 34.52 41.3 23.41 | 23.66 | 24.87 

37.4 9.61 | 51.80 | 52.53 41.3 27.66 | 34.35 | 33.54 

37.4 15.70 | 71.03 | 73.82 41.0 32.07 | 40.00 | 42.99 

37.2 20.69 | 80.90 | 82.08 41.9 37.42 | 49.90 | 52.01 

37.9 23.47 | 86.09 | 85.25 41.7 41.21 | 59.13 | 57.99 

37.7 26.01 | 87.61 | 87.50 41.3 45.16 | 62.05 | 63.53 

n=1.854 n=2.528 
K=1.667 x 10-2 K=1.143 x10-4 
He 'T=20 Cr 7) T=45°O 

37.8 7.45 { 31.49 | 32.72 42.0 83.10 | 31.69 | 31.57 

37.4 8.58 | 41.03 | 38.69 43.8 38.40. | 42.00 | 41.12 

37.6 16.68 | 62.33 | 68.63 42.0 43.40 | 50.40 | 49.54 

37.0 18.85. | 72.84 | 78.27 39.4 44.67 | 61.78 | 51.55' 

37.4 22.87 | 79.06 | 79.74 42.2 | 56.45 |. 65.77 | 67.12 

n=1.865 41.5 6L62 | 7240 1 9287 
K=1.148 x 10-2 ae : 
a eerG Bee 9110 

36.3 5.80 | 10.92 |: 11.07 8) T=47°C, 

36.7 8.74 | 26.65 | 24.79 43.0 30.01. } 18.98 | 19.13 

57 14.44 | 44.58 | 46.61 43.0 37.54 | 30.81 | 32.01 

38.3 17.13 | 56.72 | 54.82 42,1 40.34 | 40.64 | 37.01 

38.7 21.58 | 62.07 | 65.58 42.1 51.24 | 54.93 | 55.05 

38.3 26.44 | 72.79 | 73.86 42.2 54.21 | 58.71 | 59.27 

39.4 29.16 | 76.90 | 77.83 42.6 60.00 | 67.93 | 66.56 

n=1.941 n=3.077 
K =4.886 x 10-3 K=6.730 x 10-6 
4) T=30°C 9) T=50°C 

39.4 16.29 4, 29:17 31.97 40.9 37.47 | 25.17 | 25.14 

38.5 | 20.12 | 40.93 | 42.07 39.8 44.18 | 36.93 | 36.52 

40.0 25.03 | 56.12 53.16 40.3 48.99 | 44.49 | 44.38 

40.0 929.78 61.62 61.91 41.3 66.53 68.10 68.67 

39.6 32.80 | 66.09 | 66.46 n=3.267 

41:2 86.94 | 71.22 | 71.67 K=2.427 x 10-5 

n= 2.058 
K=1.511 10-8 
5). T=385°C 

35.8 |° 16.97 | 23.40 |. 25.92 

37.8 21.96 |. 38.92 | 87.87. 

37.9 25.382 | 46.31 | 45.35 

37.1 38.18 | 68.34 | 66.82 

38.8 42.97 | 71.62 | 73.85 

S73 47.83 | 77.28 | 76.60 

n=2.159 


K=7.759 x 10-4 


130 K. Yabuki : 
» PROTOCOL VII. 
Human. blood. 
(A) Subject: Prof. R. 8. 

Peo. x I y Pco, a 7] y 
(mm. Hg)(mm. Hg)} (obs.) | (cale.) (mm. Hg)(mm. Hg)} (obs.) |; (calc.) 
1) “L=27-C 4) T=427°C 

34.6 19.40 2.40 50.81 39.8 27.03 19. 22.58 
30.7 22.07 55.04 57.20 38.8 31.58 30.77 30.78 
30.4 29.66 72.80 70.72 39.3 41.44 51.31 48.10 
34.8 34.77 76.08 76.84 39.3 47.55 .06 57.31 
34.9 38.00 80.36 78.55 38.5 60.92 72.50 72.45 
34.8 45.12 84.90 84.84 
n=2.009 n=2.705 
K =2°755 x 10-3 K=3.908 x 10-5 
2) P=37C 5) T=48°C 
36.9 21.76 46.67 45.75 41.2 39.84 27.72 28.05 
36.3 25.83 54.91 50.10 40.2 45.03 36.06 36.47 
36.2 26.20 70.79 72.04 40.4 A9.63: 42.89 43.81 
36.2 40.82 77.74 77.05 40.1 54.06 49.88 50.57 
36.6 43.99 79.72 9.81 40.3 58.75 55.70 57.14 
35.9 48.45 84.94 .04 40.8 61.40 | 60.20 60.49 
n=2.197 n=3.166 | 
K=9.767 x 10- K=3.342 x 10-6 
3) T=37°C 
41.9 33.19 52.00 52.87 
42.5 33.87 61.30 61.91 
42.8 45.42 71.20 70.05 
43.5 49.37 76.20 74.03 
43.2 54.32 77.15 78.09 
43.2 67.86 85.40 85.74 
n=2 347 


K=3.020 x 10-4 
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PROTOCOL VII.—(Continued). 


Human blood. 
(B) Subject. Dr. K. Y. 


s 


Peco. x y y Peco, 9 y y 
(mm. Hg) (mm. Hg)} (obs.) | (cale.) (mm. Hg)|(mm. Hg)} (obs.) | (cale.) 
1) T=25°C : 4) T=42°C 

38.9 8.15 | 29.33 28.71 40.0 32.78 35.60 34.83 
36.4 10.94 37.65 40.28 38.8 43.52 48.70 50.63 
36.3 14.10 50.85 51.32 39.3 46.69 55.10 54.65 
37.6 17.74 61.50 61.15 38.8 54.69 63.27 63.42 
36.2 18.89 64.20 63.74 
n=1.754 n=2.299 
K=1.024x10-2 KK =1.753 x 10-4 
2) T=32°C 5) T=48°C 
38.2 12.89 26.09 24.53 39.0 46.41 29 30 30.83 
38.7 17.53 | 34.75 36.79 38.8 49.29 35.40 34,89 
38.1 22.13 44.67 47.58 37.8 56.46 42.35 43.81 
39.1 28.09 59.50 |. 58.77 38.1 66.50 54.80 55.16 
n=1.898 n=2.776 
K=2.541 x 10-3 K=1.071 x 10-5 
3) T=37°C 
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ON THE RELATION BETWEEN THE AGGREGATION 
OF HAEMOGLOBIN MOLECULES IN A SOLUTION 
AND ITS SALT CONTENT. 

(Studies on the combination of haemoglobin 
with oxygen, II.) 


By 


S. KATO, Y. KATSU and K. YABUKI. 
(From the Institute of Physiology, Kyoto Imperial University. 
Performed under the direction of Prof. R. Shoj%.) 
(Received for publication, August 26, 1927) 


The well-known equation, 
ia" 
lias © 


representing the relation between the percentage saturation of 
oxy-haemoglobin, y, and the O;-tention, x, was deduced by Hill 
under the assumption that the haemoglobin molecules in a 
solution fall into aggregates as the effect of the salts dissolved 
in the solution, and n in the equation represents the average 
number of molecules which compose an aggregate particle. 
Hill computed the values of n and K for the dissociation 
curves of the haemoglobin solution estimated by Barcroft and 
Camis, and found that 1 varies markedly according to the salt 
contained in the solution. 

Our present research was attempted to confirm the fact that 
the degree of the aggregation of the Hb-molecules, n, decreases 
when the salt content in the solution is reduced. 

In the present investigation, haemoglobin solutions were 
prepared from horse-blood by dialysis for several days, and the 
specific conductivity, A, of these solutions was measured by one 
of us, Kato, in the same manner as described in his article. 
The Cl-ion concentration of these solutions was measured by 
Katsu, by means of the potentiometry already reported by 
him. The O,.-dissociation curves of the solutions were estimated 


y = 100 
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by Yabuki, just as in the previous investigations of this series 


by him (see the protocol and figure). 
The results of the experiments are summarized in the 


following table and figure:— 


Constants of O.- 
No. of | Period of dissociation curve x [Cl’] 
curve dialysis 
n K 
I 2 days 2.06 1.89 x 10-3 1.90 x 10-3 42.2x10-3 
Il 4. 8 2.00 Upto 5 L5L) G55 39.0. 5, 
I 5 1.83 2 ees laa. LS 55 
IV i alae 1,81 i es 0.55 =, TAR ee 
V De IERIE 1.62 ,;, O59; 0.898 ,, 


It may be seen from this table that the degree of aggregation, 
m, decreases when the conductivity, A, and the Cl-ion concen- 
tration, [Cl’], are reduced. The reduction of the nm moves, 
however, much more slowly than the reduction of the conduc- 
tivity and of the Cl-ion concentration. The reductions of these 
values do not keep on proportional to the period of dialysis, as 
the collodium sacs used for the dialysis were different for each 
sample. 


CONCLUSION. 


The average number of Hb-molecules which are aggregating 
into a particle in a solution diminishes when the salt content 
in the solution is reduced. 
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Protocol of determination of O,-dissociation curves. 


Peo, x y Peo, x ] 
(mm. Hg) | (mm. Hg) (%) (mm. Hg) | (mm. Hg) (%) 
i IV 
0.28 7.96 4.06 0.29 7.65 15.10 
0.28 11.56 21.18 0.47 11.14 26.87 
0.19 15.65 29.51 0.47 14.39 42.54 
0.18 18.09 41.98 0.38 17.56 47.07 
0.19 21.85 51.05 0.57 20.96 09 49 
0.28 31.11 66.72 0.38 24.45 68.75 
0.19 36.24 72.41 0.38 32.96 78.14 
mean, Pco, =0.23 mean Peo, =0.42 
n=2.06 n=1.81 
K=1,89 x 10-3 K=1.72* 10-8 
II Vv 
0.96 12.95 87.15 0.57 8.97 25.63 
Teil 21.89 53.26 0.28 12.53 36.51 
0.95 25.01 60.70 0.38 15.19 46.76 
0.95 30.18 71.40 0.28 18.85 54.02 
1,20 37.94 48.74 0.57 22.12 65.77 
0.91 ohh 82.34 0.29 25.38 67.93 
E 57 : 
mee oe st mean Pco,=0.39 
mean Pco.=1.02 n=1.77 
n= 2.00 K=1.64x 10-3 
K=1.78 x 10-3 
Til 
0,34 15.42 40.76 
0.30 18,36 50.46 
0.28 23.96 58.88 
0.40 28.34 69.94 
0.35 33.77 74,30 
mean Pco,=0.33 
n=1.83 
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ON THE DIFFUSION OF THE SILVER ION 
IN A GEL. 


(Studies in the physico-chemical, properties of gel. I.) 
By 


KATSUO YABUKI. 


(From the Institute of Physiology, Kyoto Imperial Oniversity. 
Performed under the direction of Prof. R. Shoji.) 


(Received for publication, August 26, 1927) 
INTRODUCTION. 


It is a wellknown fact that the diffusion of a solute in a 
jelly such as gelatine or agar-agar depends on the concentration 
and property of the solute, as well as those of the gel in which 
the diffusion takes place, Graham found that the diffusiom 
velocity of NaCl ina dilute gel is almost the same as in water, 
and Voigtlaender confirmed it on the diffusion of several 
salts in an agar-agar jelly. According to Nell, as well as Bech- 
hold and Ziegler, however, the diffusion velocity is markedly 
reduced when the gel is concentrated. 

On the other hand, it has been widely believed that gelatine 
jelly has an opén net structure when it is rather dilute (accor- 
ding to Hardy, below 5%), but an alveolar or honeycomb- 
like structure when it is concentrated. If this be true, the 
diffusion velocity of a solute should show a marked difference 
according to whether the gel has the one structure or the other. 

In a physico-chemical study, the diffusion velocity is usual- 
ly tested by applying Fick’s law, i. e., by measuring the 
amount of the solute passing through unit area per unit time. 
Instead of doing this, we found it more convenient to measure 
the advance of the limit. to where the solute diffused. This 
was realised in the present research into the diffusion of silver 
ions. When silver ions diffuse in a medium. containing chlorine 
ions, a precipitation of silver chloride is made in the medium, 
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which can be observed clearly under a microscope of dark field 
illumination. 


METHODS. 


A gel of gelatine or agar-agar was preferred as the diffusion 
medium. A weighed amount of the material warmed with a 
certain amount of water to prepare a sol of a desired con- 
centration. Merck’s powdered gelatine and Kahlbaum’s pow- 
dered agar-agar were used. The gelatine contained originally 
a small amount of chloride, which was just sufficient for our 
purpose. Agar-agar did not contain any, so that a certain 
amount of NaCl was added: to the solvent. For the gelatine 
‘sol, a warming for 30 minutes at 80°C was sufficient, while 
for the agar-agar 90°C. was preferable. 

A sol thus prepared is sealed between a slide and a cover- 

glass, and is allowed to coagulate at room temperature. Then 
3 ae of the preparation are sealed with vaseline, and a drop 
of silver nitrate solution is put on the side left unsealed, and 
allowed to diffuse into the gel preparation. In the field of the 
gel where the silver ions reach, minute precipitations of silver 
chloride are formed. 

The field of diffusion is observed Fir. 1. 
under a microscope of dark field il- 
lumination produced by a “ Hell- 
dunkelfeld Kondensor’? made by 
Zeiss. The visual field of the gel, 
where no diffusion takes place, is 
quite dark, while that part where the 
precipitations are made, is pretty 
bright, and the limit of the two 
fields is marked by a sharp line as 
shown in Fig. 1. This limiting line 
displaces toward the dark side ac- 
cording to velocity with which the 
silver ions diffuse. The eye-piece of 
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the microscope contains an ocular micrometer with 100 divi- 
sions.. At the magnification we adopted, one division corresponds 
to 0.00357 mm. of the object. 

Observation usually started 5 minutes after the silver 
nitrate solution was added. First, the limiting line of diffusion 
was so adjusted, by mean of a ‘‘ Kreuz-Tisch’’ arrangement, 
to coincide with the initial notch of the ocular micrometer, and 
the time passing until the limiting line had proceeded 50 or 
100 divisions was measured by means of a stop-watch. Then 
the slide was screwed back at once to adjust the limiting line 
on the initial notch, and the measurement was repeated, and 
so on, there being no cessation of observation throughout one 
whole experiment. Therefore, the figure of the micrometer 
divisions given in the tables means the whole’distance of the 
advance of the limiting line from the beginning of our obser- 
vations, measured on the scale of the ocular micrometer, and 
x is the distance converted into the mm. unit. The time t 
means the whole time from the beginning till the limiting line 
had travelled the distance «. 

Experiments were carried out at room temperature. As the 
diffusion velocity may markedly depend on the temperature, 
we contrived to keep the room temperature almost constant, at 


about 19° C. 


RESULTS. 


It is a matter of course that the distance of diffusion, 2, 
is an incresing function of the time t. Our experimental re- 
sults showed that the rate of diffusion, i. e. the distance of 
diffusion per minute, gradually slackened with the lapse of time 
so that the z—t curve is concave against the t-axis, as shown 
in Fig. 2. Further, on examining the data obtained in each 
experiment, an empirical equation, 

n= at’, (1) 


or log x = log a + b log ¢, (2) 
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‘where both a and 6 are constants, was found to be applicable 
to every experiment carried out. That is, plotting the values 
of log x against log ‘t, a straight line was obtainable. At the 
“beginning of the experiment, deviations were sometimes not 
negligible, and in most cases,: observed diffusion was a little 
slower than that calculated. With a diffusion distance of about 
1 mm. and longer, however, the coincidence was quite satis- 
factory. 

The values: of the constants a and b in the equation were 


3. 60F% 


2.93 


2.26 
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estimated on the log «—log t graph. The constant b is the 
slope of the straight line against the abscissa (log t-axis), while 
the value of log a is the length of the intersection of the line 
on the ordinate (log z-axis). Physically considered, the con- 
stant a is the distance of diffusion after 1 minute, when log ¢ 
=0. Thus, so long as the value of 6 does not vary markedly, 
a@ may be regarded as the measure of the diffusion velocity. 

In the first group of experiments, the concentration of the 
gelatine gel was taken variably from 1% up to 10%, and the 
diffusion of 1 N. AgNO;-solution was examined. Observed 
data of x and t, as well as the calculated ones of ¢ are given 
in Protocol I, and several curves are graphed in Fig. 2. The 
curves diverge with the increase of time, and obviously the 
diffusion proceeds with a greater velocity in a more dilute gel 
than in a more concentrated one. 

The estimated values of a and b, referring to the percentage 
of gelatine, are summarized in Table I. where we see that bd 


TABLE I. 
Diffusion of 1 N AgNO, in Gelatine gel. 


al OST 0.232 
2 0.728 0.223 
¥ 0.713 0.216 
4 0.712 0.205 
5 0.705 0.200 
6 0.701 0.192 
7 0.700 0.183 
8 0.704 0.173 
9 0.696 0.169 
10 0.702 0.159 
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may be regarded as roughly the same, though a tendency to 
decrease with an increased ‘percentage of gelatine may be faintly 
seen. On the other-hand, @ is seen to be a decreasing function 
of the percentage of gelatine, and plotting the data, it is a 
fairly good straight line, as is shown in Fig. 3. In other 
words, the diffusion velocity of the silver ions through a 


Fig. 38. 


6) 2 4 6 8 10 Gel-conc. 
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gelatine gel, represented by the value of a in the equation, 
decreases in inverse proportion to the concentration of gelatine, 
and no gap nor jump of the former with respect to the latter 
is found. This suggests that, in the range of concentration be- 
tween 1—10%, there is no essential difference in the gel 
structure of gelatine, and accordingly Hardy’s opinion men- 
tioned above cannot be supported. 

Similar results were obtained with agar-agar gel of 1—5 %. 
See Protocol, IJ and Table II. In this case, the material of 


TABLE II 


Diffusions of 1 N AgNO,-solution in Agar-Agar gel. 


ac ac b é 
il 0.738 0.141: 
2 0.737 0.185 
3 0.736 0.128 
5 0.736 0.115 


the gel contained almost no chlorine ions, so that NaCl was 
added to each gel in a concentration of 0.1 N., and the dif- 
fusion of 1 N. AgNO;-solution in it was examined. As may be 
seen in Table II, 6 is a fairly good constant, while a is inver- 
sely proportional to the percentage of the gel (see Fig. 4). 
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Fig. 4. 


0.15 


0.14 


0.12 


Gel-conc.. 


0.11 


In the second group of experiments, gelatine gel was pre- 
pared commonly in 10%, and the concentration of AgNO3- 
solution was chosen variably between 1 N and 1/20 N. See 
Protocol III and Fig. 5. Here the curves run again divergently, 
and the more the silver solution is concentrated, the more 
rapid is the rate of diffusion. In this case, however, 6 is not 
a constant, but increases with the decreased concentration of 
the solution. As to a, it is markedly smaller when the solution 
is more dilute, corresponding to a.slower rate of diffusion than 
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Fig. 5. 


0 £0 40 69° .-80 100 120 140 


of a more concentrated solution. See Table III. The same 
facts were also confirmed with agar-agar gel, the results of 
which are given in Protocol and Tabie IV. 

On the way to diffusion, a portion of the silver ions are 
being lost all the time, forming the precipitation. Therefore, 
when the Cl-ion content of the gel is altered, while the AgNOs- 
solution remains the same, it may be expected that the diffusion 
velocity is slower when the Cl-ion concentration is larger. This 
was confirmed experimentally on both kinds of gel. See 
Protocols and Tables V. and VI. Here 6 is almost the same 
being independent of the NaCl-concentration, while a shows a 
considerable decrease with the augmented NaCl-concéntration. 
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TABLE III. 
Diffusion of AgNO ,-solution in 10 9% Gelatine gel. 


AgNO3;-cone. b a 
1.00 N 0.702 0.159 
0.20 N 0.722 0.107 
0.10 N 0.760 0.079 
0.067 N 0.767 0.063 
0.05 N 0.778 0.053 

TABLE IV. 


Diffusion of AgNO -solution in 3% Agar-Agar gel. 


AgNO,-conc. b a 
1.00 N 0.736 0.128 
0.33 N 0.732 0.095 
0.14 N 0.772 0.057 
0.10 N 0.763 0.046 

TABLE yy. 


Diffusion of 1 N AgNOs;-solution in 10% Gelatine gel containing NaCl. 


NaCl-cone. b a 
1.00 N 0.745 0.046 
0,33 N 0.706 0.086 
0.20 N 0.704 0.106 


0.10 N 0.697 ; 0.132 
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TABLE VI. 
Diffusion of 1 N AgNO;-solution in 3% Agar-Agar gel 
es containing NaCl. 
NaCl-conc. b a 

1.00 N 0.804 0.041 
0.33 N 0.737 0.074 
0.20 N 0,747 0.086 
0.14N 0.783 0.089 
0.10 N 0.736 0.128 


—— 


The case of 1.N. NaCl-content is an exception, in which the 
diffusion is very slow, so that a is markedly small, and_ 6 is 
somewhat larger than with a weaker concentration. This is 
conceivable, as in this case the concentrations of chloride and 
of silver salt are approximately correspondent, so that the 
majority of the silver ions are precipitated on the way to dif- 
fusion, The same was also observed when the concentrations 
of the two salts were chosen 1—0.1 N (Protocol and Table VII). 


TABLE YII. 


Diffusion of AgNO,-solution in 3 9% Agar-Agar gel containing 
NaCl (both in the same concentration). 


AgNO;-conc. 

NaCl-cone. : me 
1.00 N 0.804 0.041 
0.33 N 0.805 0.039 
0.14 N 0.791 0.043 
0.10 N 0.763 0.046 
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THE DIFFUSION OF DYE STUFFS IN A GEL. 


In the above we found that, the empirical equation 
7= Ot 

holds for the diffusion of silver ions in a gel. In this case, 
the concentration of silver ions is continuously reduced by the 
formation of the AgCl-precipitation in the gel which they have 
occupied by Uiffusion. In the case of the diffusion of a dye 
stuff, however, such reduction of the concentration does not 
take place, so that it is advisable to test the equation with 
such a material. 

The diffusion of a dye stuff was allowed to occur in a 
gelatine gel of a desired concentration coagulated in a glass 
tube of ca 2 mm bore. On one end of the tube, a space was 
left free from the gel, which was then filled with a dye solution 
and stoppered. The tube was kept horizontal at a room tem- 
perature of about 28°C, and the distance which. the border line 
of the coloured range traversed, was measured microscopically 
at several intervals. 

For this purpose, methylene blue, methyl green and ethyl 
green crystal were preferred as the diffusing materials. Some 
dyes, of which the particles are very ‘large, diffused very slowly, 
so that measurement was almost impossible. Some others had 
a pretty rapid rate of diffusion, but the border line was not 
sharp enough for carrying out any measurement. The three 
dyes mentioned here were found suitable for our purpose. They 
were used in a solution of 1%. 

On examining the experimental results, the above equation 
was found to be applicable in this instance also. The coinci- 
dence of the observed and calculated data is clearly shown in 
Protocols VWI—X. In this case the diffusion distance z was 
calculated corresponding to the time that lapsed, as the accuracy 
of the observation of « was far inferior to that of the time. 

The. estimated values of the constants-a@ as well as of b are 
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TABLE VIII. 


Diffusion of dye stuff in gelatin gel. 


va 


Methylene blue Methyl green Ethyl green crystal 
Gel-conce. 
(%) 
a b a b a b 

10 2.275 0.552 2.296 0.571 1.906 0.567 
20 1.517 0.564 1.259 0.625 1.346 0.539 
30 1.143 0.556 0.962 0.625 0.918 0.573 
40 0.716 0.571 0.731 0.568 0.500 0.600 


summarized in Table VIII, where it is again confirmed that a 
is smaller when the gel is more concentrated, while } is in- 
dependent of the latter. It is also noticed that the values of 
these constants. for these three dyes resemble each other closely, 
so that the particles of their solutions are almost similar in size. 


SUMMARY 


I. The diffusion velocity of the silver ion in a gelatine gel 
or agar-agar gel was measured under the microscope, and it 
was found as follows: 

(1) An empirical equation, 

eS 01s 
where « = the distance which the diffusing ions travel for the 
time ¢, and a, 6 = constants, is applicable. The value of a may 
be taken as the measure of the diffusion velocity. 

(2) When the concentration of the gel is uniform, the 
diffusion of a more concentrated silver solution proceeds at a 
more rapid rate than a less concentrated one. 

(3) When a silver solution of the same concentration is 
being diffused, the value of a is inversely proportional to the 
concentration of the gel, (up to 10 % of gelatine, and 5 % of 
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agar-agar), while b remains the same. In other words, the 
diffusion velocity decreases gradually with the increased con- 
ceniration of the gel, and no gap is observable. This suggests 
that the gel structure does not vary essentially according to 


its concentration. 
Il. The same equation was found to be applicable to the 


diffusion of some dye-stuffs in the gel. 


The expenses of this research were largely defrayed by the 
governmental Grant for Researches in Natural Science. 
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PROTOCOL I. 
Diffusion of 1 N AgNO,-solution in gelatine gel. 
; Distance of 11 o¢ Gelatine|2% Gelatine|39¢ Gelatine| 4% Gelatine| 5% Gelatine 
Ocular| x t(obs. )t{cale. )It(obs. \t(cale.)it(obs. )|t(cale. )it(obs. )it(cale.) t(obs.)it(cale.) 
scale mm. |} min. | min. | min. | min. | min. min. min. | min. min. min. 
250 | 0.893] 6.53) 6.42| 7.14] 6.71] 7.62] 7.31] 8.34] 7.80] 8.72] 8.33 
300 |1.071| 8.25] 8.22] 8.91] 8.62] 9.64] 9.43 | 10.46 | 10.08 | 10.99 | 10.78 
350 | 1.250 | 10.00 | 10.18 | 10.84 | 10.65 | 11.74 | 11.71 | 12.69 | 12.52 | 13.44 | 13.41 
400 | 1.428] 11.92 | 12.15 | 12.84 | 13.57 | 14.22 | 14.13 | 15.09 | 15.10 | 16.02 | 16.20 
500 |1.785 | 15.99 | 16.40 | 17.19 | 17.33 | 19.12 | 19.32 | 20.32 | 20.60 | 21.69 | 22.93 
600 | 2.142 | 20.42 | 21.06 | 21.99 | 22.33 | 24.69 | 24.94 | 26.12 | 26.69 | 28.12 | 28.77 
700 | 2.499 | 25.17 | 25.96 | 27.07 | 27.59 | 30.74 | 30.97 | 32.45 | 33.15 | 35.15 | 35.79 
800 | 2.856 | 30.30 | 31.12 | 32.44 | 33.14 | 37.37 | 37.34 | 39.28 | 39.99 | 42.85 | 43.24 
900 | 3.213 | 35.80 | 36.51 | 38.06 | 38.96 | 44.34 | 44.03 | 46.70 | 47.19 | 51.02 | 51.07 
T=19° 197 D197 T=19° T=19° 
a =0.232 a =0.223 a =0.216 a =0.205 a =0.200 
b =0.737 b =0.728 | b =0.713 b=Ol m2 b =0.706 
f 6% Gelatine| 7% Gelatine| 8% Gelatine | 92% Gelatine |10% Gelatine 
250 | 0.893] 9.42} 8.96|10.17| 9.62 10.65 10.16 | 11.48 | 10.96 | 12.34 | 11.70 
300 | 1.071 |'11.94 | 11.63 | 12.80 | 12.59 | 13.35 | 18.14 | 14.51 | 14.24 | 15.59 | 15.17 
350 | 1.250 | 14.69 | 14.48 | 15.63 | 15:61 | 16.27 | 16.33 | 17.76 | 17.78 | 18.98 | 18.90 
400 | 1.428 | 17,61 | 17.52 | 18.66 | 18.85 | 19.52 | 19.71 | 21.29 | 21.53 | 22.73 | 22.86 
500 | 1.785 | 24.01 | 24.02 | 25.29 | 25.85 | 26.07 | 26.93 | 29.02 | 29.58 | 31.08 | 31.32 
600 | 2.142 | 31.14 | 31.24 | 32.66 | 33.64 | 33.90 | 34.94 | 37.60 | 38.55 | 40.35 | 40.73 
700 | 2.499 | 38.94 | 38.92 | 40.78 | 41.92 | 42.50 | 43.40 | 47.03 | 48.11 | 50.43 | 50.73 
800 | 2.856 | 47.39 | 47.08 | 49.53 | 50.73 | 51.97 | 52.39 | 57.13 | 58.28 | 61.26 | 61.36 
900 | 3.213 | 56.39 | 55.69 | 58.98 | 60.02 | 62.19 | 61.85 | 68.13 | 69.03 | 72.68 | 72.57 
T=19° = 197 T =20° T=18? =20g 
a =0.192 a =0.183 a =0.173 a =0.169 a =0.159 
b +0.701 b =0.700 b =0.704 b =0.696 b =0.702 
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PROTOCOL II. 


Diffusion of 1 N AgNO,-solution in agar-agar gel (containing 0.1 N NaCl). 


1% Agar-Agar 2% Agar-Agar 3% Agar-Agar 


Agar 


Ocular x t(obs.) | t(calc.) | t(obs.) | t(cale.) t(obs. ) ((cale. ) obs. ) t(cale. ) 
scale | mm min; | min. | min. | min. min. | min. min. min. 
100 0.357 3.96 3.54 4.28 3.76 4.61 4.05 
150 0.536 6.39 6.15 6.95 6.52 7.40 7.03 5.09 4.68 
200 0.714 9.12 9.10 | 9.88 9.63 | 10.57 | 10.38 8.23 8.12 
250 0.893 | 12.22 | 12.32 | 13.18 | 138.03 | 14.07 |-14.06 |} 11.83 | 12:00 
300 ively |) alsyissy) || alssiras) || a7 16.69 17.87 .| 18.02 | 15.83 | 16.25 
350 1.250 | 19.42 | 19.47 | 20.59:| 20.57 | 21.97 | 22.21 | 20.18 | 20.82 
409 1.428 | 23.47 | 23.85 | 24.96 | 24.65 | 26.34 | 26.64 | 24.98 | 25.66 
500 1.785 | 32.72. | 31.54 | 34.79-| 33.28 | 36.04 | 35.97 | 30.01 | 39.78 
T=19° T=19° T= Ss == 192 
a =0.141 a=—O0135 a =0.128 a =OFL15: 
b =0:735 b=O07387 b =0.736 b =0.736 
PROTOCOL III. 
Diffusion of AgNO,-solution in 10 % gelatine gel. 
0.2 N 0.067 N 0.05 N 


t (obs.) | t(cale.) | t(obs.) | t (cale.) | t (obs.) 


0.1 N 
AgNO,-solution AgNO ssolution AgNO,-solution 


m in. min. 


ee ee eee) 


13.95 | 13.84 
18.70 | 18.84 
23.85 | 24.25 
29.45 | 30.03 
35.85 | 36.12 
48.30 | 49.06 
62.53 | 63.33 
78.03 | 78.39 

T=18° 

a =0.107 

b =0.722 


AgNO,-solution 


min. min. 
12.88 | 12.52 
18.65 | 18.28 
24.70 | 24.52 
31.12 | 31.16 
38.29 | 38.17 
45.84 | 45.50 
61.84 | 60.86 
78.66 | 77.57 
96.58 | 95:01 

T=19° 

a =0.079 

b =0.760 


} t (cale.) t (obs.) t (cale.) 


- moin. min. min. min. 
17.05 16.44 19.79 19.66 
24,42 23.92 28.76 28.46 

38.56 | 37.91 
33.89 33.68 
40.84 40.59 48.83 47.93 
49.89 49.63 58.58 58.43 
59.42 59.07 76.58 69°38 
79.89 78.82 93.66 92.20 
101.72 | 100.25 | 117.41 | 116.85 
D192 T=20" 
=0.063 a =0.053 
b =0.767 b =0.778 


1N AgNO,-solution in Protocol I 
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PROTOCOL IV, 
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(Diffusion of AgNO,-solution in 3% agar-gaar gel. 
(Containing 0.1 N NaCl-solution) 


0.33 N 0.14 N 0.1N 
AgNO,-solution AgNO,-solution AgNO,-solution 
x t(obs.) | t(cale.) | t(obs.) | t(cale.) | t (obs.) t (cale.) 
mm min. min, min. min. min. min. 
0.357 6.92 6.13 11.30 10.79” 14.84 14.55 
0.536 11.30 10.66 18.55 18.24 24.84 24.76 
0.714 16.20 15.80 26.47 26.47 36.07 36.11 
0.893 21.65 21.43 34.92 35.34 48.82 48.38 
1.071 27.70 27.50 44.27 44.75 62.29 61.45 
1.250 34.13 33.94 54.19 54.68 75.96 75.21 
1.428 41.10 40.74 64.82 64.94 
1.785 56.60 55.11 87.66 86.47 
T=18° T=18° T=19° 
a =0.095 a =0.057 a =0.046 
b =0.732 b =0.772 b =0.763 


Diffusion of 1 N AgNO,-solution in 10 


1N AgNO; solution in Protocol II 


PROTOCOL V. 


% gelatine gel containing NaCl. 


SU 
iL ANS 0.33 N 0.2 N 0.1 N 
NaCl-solution NaCl-solution NaCl-solution. NaCl-solution 
x t(obs.) | t (cale.)| t (obs.) |t (cale.)| t(obs.) | t (calc.)| t(obs.) | t (cale.) 

mm. min. min. min. min. min. min. min. min. 
0.536 26.08 27.23) 13:49 HS.27 10.87 10.01 
0.714 88.33 | 40.06 | 19.66 | 19.94 15.67 15.06 12.10 eee 
0.893 52.91 54.05 | 26.57 27.36 16.15 15.50 
1.071 67.58 69.04 | 34.40 35.43 27.00 26.79 20.57 20.13 
1.250 20.37 25.11 
1.428 | 93.42] 101.58] 51.81 | 53.27 | 40.88 | 40.81 | 30.40 | 30.41 
1.785 | 135.38 | 186.68 | 71.39 72.88 55.38 55.19 41.75 41.76 
2.142 71.88 Tealseil 54.53 54.40 
2.499 89.73 89.26 68.59 67.86 

Nake T=18° “N= Jker T=20° 

a =0.046 a =0.086 a =0.106 a =0.132 

b =0.745 b =0.706 b =0.704 b =0.697 
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PROTOCOL VI 
Diffusion of 1 N AgNO,-solution in 3% agar-agar gel 
containing NaCl. 


0.33 N 
NaCl-solution 


0.2 N 
NaCl-solution 


0.14 N 
NaCl-solution 


x t (obs.) | t (caic.) 
mm. min. min. 


t (obs.) | t (cale.) 


0.307 8.58 8.63 
0.5386 | 14.33 14.96 


0.714 | 20.80 | 22:11 
0.893 | 28.23 | 29.93 


1.071 | 36.16 | 38.33 


1.250 | 44.83 | 47.24 
1.428 54.23 56.63 
AVES IESS 
a =0.074 


b =0.737 


min. min. 
6.97 6.74 
11.64 11.60 
16.87 17.04 
22.60 22.97 
29.08 29.32 
35.75 36.04 
42.95 43.09 
Pp=18- 
a =0.086 
b =0.747 


t(obs.) t (cale.) | t (obs.) t(cale.) 


min. min. 
6.34 5.90 

10.14 9.90 
14.34 14.39 
19.19 19.02 
24.26 24.01 
29.61 29.23 
35°01 34.67 

a= 192 

a =0.089. 

b =0.783 


0.1 N NaCl in Protocol II 


PROTOCOL 


VII 


1N 
NaCl-solution 
min. min. 
AS 14.78 
27.15 26.53 
35.83 35.01 
49.75 48.53 
57.58 57.99 
72.25 70.26 
85.05 82.96 
T=.) 
a =0.041 
b =0.804 


Diffusion of AgNO ,-solution in 3% agar-agar gel containing 
NaCl (both in the same concentration). 


0.38 N AgNO,-solution 0.14 N AgNO,-solution - 
ie 0.83 N NaCl-solution 0.14 N NaCl-solution 
aed t (obs.) t (cale.) t (obs.) t (cale.) 

min. min. min. min. 

0.179 6.57 6.62 6.47 6.15 
0.357 15.29 15.66 14.84 14.76 
0.535 24.34 24.64 
0.571 25.31 25.91 
0.714 36.50 37.04 35.59 35.44 
0.893 47.31 46.98 
0.928 47.80 48.86 
1.071 60.17 61.28 59.71 59.16 
toe 73.55 74.21 72.46 71.88 
1.428 86.13 85.10 

T=19° L192 

a=0.039 a=0.043 

b=0.805 d=0.791 


1 N AgNO,-solution 
1 N NaCl-solution 


in Protocol VI. 


all 
0.1 NaCl-solution 


N AgNO,-solution 
in 


Protocol IV 


je! 
Cl 
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PROTOCOL VIII. 


Diffusion of 19% Methylene blue in Gelatine gel. 


i 10% Gelatin | 209% Gelatin 30% Gelatin 40 9% Gelatin 
+ x x x x x x x x 
(hrs) (obs.) | (cale.) | (obs.) | (cale.) | (obs.) | (cale.) | (obs.) | (cale.) 
10 8.0 8.1 5.5 5.6 4.0 4.1 8.0. | ey 
20 IDS 19 8.0 8.2 6.0 6.0 4.0 4.0 
40 17.0.) 17-4" | 180" |. 424 9.0 8.9 6.0 5.9 
60 25:0"). St8>) “15.5 | 168°.) 0 11.1 7.5 7.4 
80 25.0 | 2.6 | 180 | 18.0 | 13.0 13.0 9.0 8.7 
100 28.0 | 289 | 20.0 | 20.4 | 140 14.8 10.0 10.0 
a=2.275: a=1.517 a=1.148 a=0.716 
b=0.552 b=0.564 b=0.556 b=0.571 


‘PROTOCOL IX. 


Diffusion of 1% Methyl green in gelatine gel. 


10 % Gelatin 20% Gelatin 30 9% Gelatin 40% Gelatin 


x be x x x a.< ».%, x 
i (obs.) | (cale.) | (obs.) | (eale.) | (obs.) | (cale.) | (obs.) | (calc.) 
(hrs) mm. mm. mm. mm. mm, mm mm. mm. 
10 Ag a sok Nm ed aa ss ie 4.1 3.0 2.7 
20 12.6-| 127 | “80 | 82 | 60 6.3 4.0 4.0 
40 | 175 | 189 | 120 | 126 | 10.0 | 10.0 6.0 5.9 
60 | 240 | 238 | 160 | 163 | 130 | 124 7.5 7.5 
so | 280 | 28.0 | 200 | 195 | 15.0 | 149 9.0 8.8 
10 | 320 | 31.9 | 225 | 22.4 | 160 | 17.1 | 100 | 10.0 
a= 2.296 a=1.259 a=0.962 a=0.731 
b=0.571 b=0.625 b=0.625 b=0.568 
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PROTOCOL X. 


Diffusion of 1 2% ethyl green crystal in gelatine gel. 


10 % Gelatin | 20% Gelatin | 30% Gelatin 40 % Gelatin 


t x >< x x x x x x 
cars) | (0bs.) | (eale.) | (obs.) | (cale.) | (obs.) | (eale.) | (obs.) | (cale.) 
10 7.0 7.0 4.5 4.7 3.5 3.4 2.0 2.0 
20 11.0 | 10.4 7.0 6.8 5.0 5.1 8.0 3.0 
40 16.0 | 15.4 | 10.0 9.8 7.0 7.6 5.0 4.6 
60 20.0 19.4.| 12.0 122 9.0 9.6 6.0 5.8 
a) 23.0 | 22.9 14.0 14.307), 11.0 113 7.0 6.9 
200 26.0 | 25.9 16.094) AGA) 12:0 12.8 8.0 7.9 

a=1.906 a=1.346 a=0.918 a=0.500 
b=0.567 b=0.539 b=0.573 b=0.600 
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ON THE CONDUCTIVITY OF THE GEL 
CONTAINING SALT. 


(Studies in the physico-chemical properties of gel. II) 
By 


KATSUO YABUKI. 


(From the Institute of Physiology, Kyoto Imperial University. 
Performed under the direction of Prof. R. Shoji.) 


(Received for publication, August 26, 1927) 


INTRODUCTION. 


As to the influence of a co-existing hydrophilic colloid on 
the conductivity of an electrolyte solution, only a few studies 
have hitherto been reported. Nel] observed that the conductivity 
of CuSO, in a gelatine gel was less than that of the aqueous 
solution in the same concentration. Recently Iwase confirmed 
that the conductivity of an agar-agar sol containing a salt ina 
certain amount increased, though slightly, when the sol was 
gelatinised. From his results we see that the conductivity of a 
gel or sol containing a salt i8, in most cases, larger than that 
of the aqueous solution of the same salt in the same concen- 
tration. This is due to the fact that the agar-agar primarily 
contained a certain amount of electrolyte, which yielded a 
measurable conductivity, as was proved by him. Subtracting 
the conductivity due to the agar-agar from that of the sol or 
gel of the agar-agar-salt mixture, we see in every case that the 
conductivity due to the salt dissolved in the gel is smaller than 
that of the ayueous salt solution in the same concentration. 
Thus Iwase’s results coincide with those of Nell. 

The aim of the present investigation is to find the relation 
between the reduction of the conductivity of a salt solution 
caused by admixing a hydrophilic colloid, gelatine or agar-agar, 
in it, and the concentration of the colloid. 
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METHODS. 


As materials for the colloid, Mercke’s powdéred gelatine 
and Kahlbaum’s powdered agar-agar were used. A. weighed 
quantity of the material was added to a KCl-solution of a certain 
concentration, and warmed at 80°C to bring it to a homogeneous 
sol. The sol was next put into the conductivity vessel and allowed 
to gelatinate in it, and then it was subjected to the conductivity 
measurement. For the sake of comparison, a sol of the same 
concentration was also prepared, dissolving the same material 
in pure water in the same manner, and the conductivity of its 
gel was also measured. 

A special conductivity vessel was devised, which is sketched 
in Fig. 1. A is a glass tube of 5cm long and 1.38cm_ bore. 


igus 


Both ends of this tube are connected by means of a ground 
joint with electrode tubes B and C, so that the whole vessel 
composed of these three parts forms a U-tube. Each platinum- 
plate electrode is situated orthotomie to the length axis of the 
tube A, at a distance of 1em from the free end of the latter. 
The tube A was filled with the sol, which was allowed to 
gelatinize, and then the electrode tubes were: jointed to it, the 
joint being well greased. Each electrode tube was filled with 
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a KCl-solution of the same concentration. Then the whole 
vessel was immersed in a water bath of 0°C, at which temperature 
the conductivity was measured. As to the arrangements for the 
measurement of conductivity carried out in our Institute refer 


to Suzue’s report. 


REsvtts. 
First, gelatine gels of 2-28%, containing KCl in 1/10 N 


were measured. Results are given in Table I, where A represents 


TABLE I. 
Conductivity of gelatine gel containing 1/10 N KCl. 


(%) r At y (obs.) y (cale.) —-. 
2 71.60% 1054 9.42x10-4| 62.18x10-4] 62.80*10-4] 3.030x10-4 
3 F 55 11:94, 5; 59:68", 59.85 ,, 2 Olea 9 
4 So ea ay ed ae re yy ey ae es 
5 FPNSSL ee 16.56 ,, 54.75 ,, 54.80 ,, oO Sige 
6 5 a 1S Gian. 52.64, 52.58 ,, 2Al3 ues 
7 AIKUGT 20.60 ,, 50.42 ., :00.54 —,, 1.966 ,, 
8 se wi 22:30 5; 4872 4, 48.65 ,, T3210 
9 NOS a5 DE 8ba * 55 46.88 ,, 46.89 _,, 1.692 ,, 
10 O16 5; CLs he 45.38  ,, 45.26 ,, a aVASY se 
15 66.56 ,, 29.16-—,, 37.40 ,, 38.54 ,, Al43e 
20 6316) |; 29.95. ,, Soeok) ss 33.56, 0867" = 
25 59.24 ,, 5 2 29199 272 ,, G50) 
28 BFAD er 29.99 — 1-87-88 87. 82,5 1 0.896 5; 


a=7.697 b=144.0 


the specific conductivity of the KCl-gelatine gel, and 2’ that 
of the gelatine gel without KCI, and 2 the percentage of gelatine. 
The conductivity being an additional quantity, we may regard 


160 K. Yabuki: 


y=A—N as the conductivity due to the KCl dissolved in the 
gel. y was found to bea decreasing function of x, and plotting y 


Fig. 2. 


I. Agar-agar gel containing 1/10 N KCl. 
Tl. Gelatine gel containing 1/10 N KCl. 
III. Gelatine gel containing 1/50 N KCl. 
IV. Agar-agar gel containing 1/000 N KCl. 
V. Gelatine gel containing 1/100 N KCl. 
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against x, we have a curve with concavity upwards, so that the 
decrement of y diminishes with the increase in x (see Fig. 2.). 

Iwase assumed that this decrease in the conductivity of the 
Salt content caused by the intermixture of a hydrophilic colloid 
was due to the adsorption of salt ions on the colloidal particles. 
If it be true, the decrement of y should be proportional to z, 
so that the y—a curve should be a straight line. This was not 
the case in our experiment, and therefore it seems to us that 
the main factor, which causes the decrement of y, is not the 
adsorption of the salt on the colloidal particles, but the resistance 
offered by the particles against the mobility of the ions, a 
simultaneous action of these two factors being possible. 

Now, on examining the data observed, the following em- 
pirical equation was found to be applicable to the results. 

y (ae+b) =1, 
where a and b} are constants. The coincidence of the calculated 
data with those observed is quite satisfactory (see the tables). 

Differentiating the equation, we have 
dy _ a 
dz (ax+b)° 
This is the rate of decrease in the conductivity due to the salt 
dissolved in a gel of percentage x, so that it may be regarded 
as the representative of the resistance against the conductivity 
played by the gelatine particles in that percentage. Plotting 
this value against x, we see that it is again a decreasing function 
of z, the curve showing a concavity upwards. 

Similar experiments were carried out with gelatine gels 
containing KCl in 1/50 N and 1/100 N, and similar results but 
with difference only in the magnitude were obtained (Table IT 
and IIT). 

Again the same was tried with agar-agar gels of 0.5-5%¢ 
containing KCl in 1/10 N and 1/100 N, and it was observed 
that the part played by agar-agar is essentially the same as that 
of gelatine (Tables IV and V). 


162 K. Yabuki: 


TABU Hasek 
Conductivity of gelatine gel containing 1/50 N KCl. 
me ‘ My y (obs.) y (cale.) au 
2 16.63 x 10-4 8.50 x 10-4 8.38 x 10-4 8.50*10-4| 8.431 10-5 
3 1340"; 10:067 834055 hls x6 G:973- , 
4 18:92 3; 1 Somes 007 ee Tul ee, geynl 
5 1947s ie 13:39 ee, GlOSay aes 6.55 ,, 5.008, 
6 19:90, DB og Pe OPER) ee G.0S ae. ABORT as 
8 Of 3 ees 539. 55 | SS8 ya) Sala” 
10 9958 4. Te ene ne 480  ,, 474) og. NBR, 
15 297 oy ARTO 3770. es STp oe eelg. =e 
20 23.06), 19:90) 7 DLG ss 3:00" 55 EOS Tames. 
a=116.7 b=943.0 
TABLE II. 
Conductivity of. gelatine gel containing 1/100 N KCL. 
(96) r rn’ y (obs.) y (cale.) ae 
2 10.21x10-*} 6.72x*10-* 3.49x 10-4 3.45x 10-4] 5.646x 10-5 
3 Tee 8.25, 229 (ees 29628 iss 4169s; 
4 1176, Se Gi of 259, 260 , | 3.204 ,, 
5 12139) ee 9:94" 7.3 2.45 ,, Zeck wes 009m) 155 
6 2 Ola es 10.54 ,, 207” 55 203 2.062—~ ,, 
7 18129 ere a TT ace 180 7 Sri, 
8 13.40 ,, 1OUists) Ae TEGYA, ess ilies K. 1.452 ,, 
9 1369" |. | 71908" [Ais toate POD wea Totes ee 
10 14:07 127s, 1k46 9 ee 40 ss 1.058, 
15 14.54 ,, 13:36) 93, LLSie ss OSE 0.577, 
20 14.66, TIGRE OL92 EE. OlSS ae 0.363, 
25 14.54 ,, IBC) 5c Oars OSCCAs 5 O29; 
2 14.31  ,, 1316455; OUGiaaeees O;G50 =, 0.205, 


a=474.6 b=1959.0 


Conductivity of agar-agar gel containing 1/10 N KCl. 


TABLE IV. 
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rs 
(9%) r r’ y (obs. ) y (cale.) ee 
0.5 71.81* 10-4) 1.75*10-4| 69.56 10-1] 69.52x10-4| 2.265 10-4 
0.8 9 3 295. 591 -|-B0.08 ~~, 168 BSP 5, | ee SF 
1.0 39 - B.16 - ,,/ {| “Beto 2.0) 6840-7, "pase 
2.0 W108. Oat; 5, || 65,92) 44° 6628 4. | Sono o 3 
SU NaGre: BOT 45 A MOkse <2. Wh ceaae 5 GP gage x 
4.0 VOLS - -5y 1:04 mm gy. POABE Gam] OB AT- <a age 
5.0 5 2 9.57 ,, 60.61 ,, 6063s, R26. Oss 
a=4.686 b=141.5 
: TABLE YV. 
Conductivity of agar-agar gel containing 1/100 N KCl. 
dy 
x ' = 
(%) x x y hops y (cale.) aE 
0.5 7.84x10-4| | 1.57x10-*] 6.27x10-4] 6.20x10-*] 1.240x10-4 
0.8 8.01 ,, 2o8= |, Side Beso of W0e Ss 
Po RAS: 4g | 2879 «3. | 5k Op ee. || tom 
MeO Ge. 8 ek OT: yall hh Sep We caer yk PO gaa) 
3.0 9.62, Bins, Ao 8 3 hy Sem Mek Oe ©. 
40 | 10.23 ,, 6.58. — 55 S70 3.65 4, | O49 = 
5.0 10.59, Tao a SG 37, | O84e oe 
a=322\1 b=1451.0 
The y—az curves for all experiments carried out were 


: : ; d : : 
summarized in Fig. 2, and (22 —z curves in Fig. 3. In 
x 


the latter, we see that the resistance played by a colloid of the 
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Fig. 3. 


I, Agar-agar gel containing 1/10 N KCl. 
Ii. Gelatipe gel containing 1/10 N KCl. 
Ill. Gelatine gel containing 1/50 N KCl. 
IV. Agar-agar gel containing 1/100 N KCl. 
V. Gelatine gel containing 1/100 N KCl. 


same percentage is larger for a more concentrated salt solution 
than for a more dilute one. The reason is not clear, why 
the resistance offered by agar-agar is less than that offered by 
gelatine of the same percentage, when KCl is contained in 1/10 
N, and the relation is just the reverse when KCl is in 1/100 
N. Probably it may be due, at least in part, to the difference 
in the kind of salts contained primarily in the colloidal materials. 

The fact, that the whole y—zx curve is represented by an 
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equation and shows no gap in its course, suggests that there are 
no essential differences in the structute of gels in different con- 
centrations with respect to the resistance offered by it against 
the conductivity of electrolyte ions. 


CONCLUSIONS. 


(1) The conductivity y due to a salt dissolved in a gel of 
gelatine or agar-agar is a decreasing function of the percentage 
x of the colloid in the gel. They are related to each other by 
the equation, 

y (ax+b)=1. 
where a and )=constants. 

(2) The main factor which causes a decrease in the con- 
ductivity of a salt solution, when it contains gelatine or agar-agar, 
is not the adsorption of the salt on the colloidal particles, but 
it is the resistance against the conductivity offered by the colloid. 

(8) This resistance increases of course with the concentration 
of the colloid, but the rate of its increase diminishes with the 
concentration. 

(4) There is no essential difference in the structure of the 
gels in different concentrations (2-28% ‘gelatine and 0.5~5.% 
agar-agar). 


The expenses of this research were largely defrayed by the 
governmental Grant for Researches in Natural Science. 
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INTRODUCTION. 


Since Bohr, Zuntz, and Pfliiger, the CO, contained in 
the blood has been studied by many investigators. The relation 
between the CO,-content in the blood and its CO;-tension, namely 
the CO2-dissociation curve of the blood, was thoroughly investiga- 
ted by Christiansen, Douglasand Haldane. The mode of 
combination of CO, in the blood, however, has remained obscure, 
in spite of many opinions hitherto proffered. These can be 
classified in two groups as follows:— 

One group holds that CO, is carried mainly by haemoglobin 
This was suggested by Jolin as well as Bohr, and maintained 
by Buckmaster on his experimental basis. Bayliss was of 
opinion that the transportation of CO, in the blood is performed 
entirely by haemoglobin, while the CO, existing in the plasma 
functions only as a buffer for the variation of the hydrogen ion 
concentration. 

The other group opinion is that CO: exists in the blood 
entirely in the form of the bicarbonate. Not only does the 
haemoglobin not combine with the COQz, but it expels the latter 
from the blood owing to its stronger acidic property This 
opinion comes from Pfliger and has Hasselbalch, Par- 
sons, Campbell and Poulton etc. as its supporters. 

Our present study was undertaken in order to obtain some 
clue to solve this question. 
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METHOD. 


The blood sample used throughout this research was supplied 
by a horse tended in our Institute. In order to avoid any 
mechanical damage to the corpuscles, defibrination of the blood 
was carried out by gently stirring it with a feather. Its serum 
was collected by centrifuging, when it was wanted, and no trace 
of any haemolysis having taken place was visible. The cor- 
puscular suspension was prepared in a similar way, replacing 
the serum repeatedly with the saline solution. 

Each 3 cc. of the sample was brought to equilibrium with 
a gas of the desired CO,-tension in a Barcroft tonometer of 
about 300 cc. content, rotated in a thermostat at 37°C.. Then 
exactly lec. of it was poured into the bottle for analysis, while 
every care was taken as far as possible to avoid exposure to the 
atmosphere. 

As the analytic method for the CO, content of the blood, 
Nishi’s titration method was adopted. This method is inferior 
to that of Van Slyke in. simplicity of procedure, but it is 
far superior in accuracy, especially in the fact that it is free 
from the influence of temperature and of pressure. As to the 
details of procedure see his original article. In practice, 1 cc. 
of a mixture of toluene and absolute alcohol in equal proportions 
was put in the bottle, and then the sample was put below the 
layer of toluene-alcohol. The air in the bottle was-replaced by 
CO,-free air, and then 0.1cc. of a 10% lactic acid solution was 
added to it, and the mixture was bubbled with CO:,-free air, 
which was led to the absorption tube, as described in the original 
paper. Toluene-alcohol serves to prevent foaming on bubbling. 
It was confirmed by a preliminary test, that the blood kept 
below the layer of toluene-alcohol does not lose its CO, while 
the air was being replaced by a CO;-free one. The amount of 
CO, measured was recalculated to the volume percentage of the 
blood, i. e. the volume of CO, at 0°C. and 760 mm. Hg, which was 
contained in 100 cc. of the sample. The COQ,-tension of the air 
in the tonometer was analysed with Haldane’s apparatus. 
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I. CO,-dissociation curve of the blood, plasma, 
serum and haemolysed blood. 


As the first step of this study, the CO,-dissociation curves 
were studied on the mentioned blood samples of. our horse. 

a) Blood. The results are given in Table I and Fig. 1. 
‘They show daily variations as may be seen in the Table. The 
form of the curve coincides with the well known form found 
by Bohr in ox-blood and dog-blood, and studied precisely by 
Christiansen, Douglas and Haldane in human blood. 
In general, the CO,-content of our horse-blood is larger than 
that of the human blood studied by the latter investigators. 


s 


TABLE I. 


Horse blood. 


Brgon Al Exp. II Exp. III 

Peco, CO, Pco, co, Peo, O, 
mm. Hg vol. % mm. Hg vol. % mm. Hg vol. % 
5.0 26.3 6.5 29.4 3.0 20.0 
13.0 43.0 15.6 45.8 9:9 34.3 
19.9 50.0 29.4 64.8 23. 49.8 
32.5 58.2 42.3 58.2 35.0 55.1 
41.8 60.9 58.8 65.0 41.1 57.3 
50.2 66.5 69.0 65.3 53.8 60.1 
75.0 70.0 80.5 69.3 68.7 63:5 
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Fig. 1. (Table I). 


80 CO5-content 


0. 10. 920. S00 >400 (50. 2600 miGuasommce 


Horse-blood. 


b) Plusma and serum. Results with oxalated plasma as 
well as the serum are given in Table II and Fig. 2. Daily 
variations were also observed in this case. As is'shown in them, 
no difference was observed between the CO2-dissociation curves 
of the plasma and of the serum. The curve ascends first with 
a steeper inclination than in the case of the blood, but its slope 
recedes rapidly aftor 20mm. of the CO,-tension, and later the 
curve runs almost parallel to that of the physical solubility of 
CO: in water. This corresponds well with the CO,-dissociation 
curve of the NaHCO; solution (0.03 mol) which was also given 
in table and figure. Our results with plasma and serum differ 
somewhat from those of Joffe and Poulton, which take more 
closely after that of the blood’ 
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TABLE II. 
: z 0.03Mol. 
pence pe NaHCO:-solution 
Exp. I xp ell Exp. III Exp. IV Exp. V 
Peope (COW | PEcon | COs | VEcos. | COn| SPeo; CO, Peco, 6/5 
mm. Hgjvol. %|/mm. Heivol.% jmm. Hgivol. %|)mm. Hg} vol. % |lmm. Hg] vol. % 
3.1 46.8 4.5 46,4 6.0 52.5 ‘6.0 51.5 6.0 70.0 
10.0 60.0 20.0 60.8 16.1 62.3 13.2 57.0 20.8 73.8 
24.6 68.1 23.6 61.2 26.0 63.0 35.0 64.8 35.0 77.5 
39.0 68.3 52.0 65.0 41.5 66.8 49.4. 66.5 50.0 78.5 
98.3 72.5 65.8 67.6 51.2 68.5 59.1 69.3 64.0 79.1 
69.1 74.8 79.0 66.5 66.4 70.8 76.7 69.1 79.5 79.5 
84.0 | 73.8 Ge Ayala) 
Fig. 2. (Table IT). 
90; 
80} jn Nie EXD. V 
7 | o-Exp. I 
70} Exp. III 


60} 


60 70 80 90 


0 16. 20. 30 40 50 
Exp. I. Plasma. 
Exp. Ill. ‘Serum. : 
Exp. V. NaHCO,-solution. 
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c) Corpuscular suspension. The red corpuscles of a certain 
amount of the defibrinated blood were washed three times with 
the physiological NaCl solution, and then were suspended in a 
fresh solution, the corpuscular concentration being made the 
same as that of the original blood. Results with this suspension 
are shown in Table III and Fig. 38. This CO,-dissociation curve 


TABLE III. 


Corpuscular suspension. 


Bape el Exp. I1 JO;995 AU0L 

Feo, co, Peo, co, Peo, CO, 

mm. Hg Toll mm. Hg vol. % mm. Hg vol. % 
4.5 9.0 6.3 8.6 10.8 11.5 
all 18.3 13.8 17.2 24.1 21.0 
25.0 25.5 30.6 24:9 42.6 26.5 
43.3 23:9 51.2 31.5 61.8 30.2 
66.5 36.7 69.4 Sout 79.5 30.0 
83.4 38.3 83.0 | 35.8 


Fig. 3. (Table III). 


COpg-contenr 


ution 


0) 10 20 $0 40 50 60 TO 80 90 


Corpuscular suspension. 
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resembles more that of the blood than that of the plasma or 
serum, and it runs far above that of the physical solubility of 
CO, in the pure saline solution. From these results there is no 
doubt that the corpuscles combine more CO; at a higher CO,- 
tension, and dissociate a corresponding portion of it at a lower 
CO,-tension, and thus they take part in the CO,-carrying ability 
of the blood. This conclusion coincides with that of Hayashi, 
Nishimaru, and Okuyama who experimented on goat’s blood 
at Professor Shoji’s suggestion. 

d) Further experiments and discussion on the CO2-carring 
ability of the blood components. Now a blood sample collected 
for once was divided into four portions, and the CO,-dissociation 
curves of the blood, its serum as well as its corpuscular suspension 
were studied at the same time, the results of which are given in 


TABLE IV. 


I II iit IV Me vi 
CO. in the | CO, in the GO. in tne CO, in the | CO, in the | CO, in the 
defibrinated serum “2 f I corpuscular | solutional | corpuscular 
blood (100 ce.)} (100 cc.) PonuDAAe suspension |portion of LV portion of LV 


Econ Poco, RCO sales Pcos Peo. | c Peo, 
Me nay be ee COmAN rae. |, C02) manele el aaah COs 


cc. ce. cc. cc. cc. 
Resco) | fe Hg Hg Hg Hg 


AAG NW SOR) HON |) SO) GO| BEN ER 7 tor |) Ul) TGie i) Te 
7 


12. 35.9 | 13.0] 59.4! 18.0 | 42.1 | 18.8) 18.6 |) 18.8 | 1.16 | 18.8 |12.44 
25.2 | 50.5 | 30.0] 63.8 | 30.0 | 45.3 | 35.0 | 22.6 | 35.0 | 2.17 | 35.0 | 20.43 
87.0 | 56.4 | 51.1 | 68.5 | 51.1} 48.6 | 52.0 | 27.3 | 52.0 | 3.23 | 52.0 |24.07 
58.0 | 65.9 | 73.8 | 68.4] 73.8 | 48.5 | 76.1 | 32.5 | 76.1 | 4.73 | 76.1 | 27.77 
72.2 | 70.0 


Table IV. On the other hand, the volume percentage of the 
corpuscles and serum in the same blood was measured by 
Hirota’s centrifuge method, and the volume percentage of the 
serum in the blood was found to be 71.04%. Then, multiplying 
this percentage with the CO,.-contents of the serum given in the 
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second column in the table we obtain the real CO,-contents of 
the serum portion in the same blood samples, sf which the 
CO,-content is given in the first column of the table. In the 
fourth column are given the amounts of CO, contained in the 
corpuscular suspension, and in the fifth, those contained in the 
solutional portion of the same suspension, calculated on adopting 
Bohr’s value of the absorption coefficient, 0.665 at 30°C.. 
Subtracting the data of the fifth column from the corresponding 
data of the fourth column, we obtain the real CQO, content of 


Fig. 4. (Table IV). 


50; CO5-content 


0 10:20 30 (40GmRB Gn commer ag 
I. Defibrinated blood. 
III. Serum of I. 


VI. Corpuscular portion of the suspension. 
Dotted curve represents III+ VI. 
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the corpuscular portion of the-same blood samples. These are 
given in the sixth column of the table. It is difficult to compare 
directly the data in the first, third, and sixth columns, as the 
CO,-tensions are not the same. This comparison is attainable, 
liowever, when they are plotted in a graph (Fig. 4). In this 
figure we see that the CO,-contents of the serum portion and 
of the corpuscular portion are both increasing functions of the 
CO,-tension. Both curves have concavity against the tension 
axis. The curve for the serum ascends more rapidly than the 
other at a low tension and soon tends to go almost parallel to the 
abscissa. On the contrary, the CO,-content of the corpuscular 
portion increases gradually with increased tension. It is worth 
mentioning that the curve for the serum portion (III) as well 
as for the corpuscular portion (VI) are not to be regarded 
directly as those for the corresponding portion of the blood (1). 
‘If so, the sum of the former two curves (III and VI) should 
coincide with the latter (I). It is not so in our experiment. 
The curve of this sum, the dotted curve in the figure, lies above 
the curve I, running almost parallel to the latter. There are 
two possibilities which may cause this discordance. One pos- 
sibility is that the CO,-combining ability of the corpuscles was 
altered by being washed with the saline solution. On this point 
we will not enter into any discussion, before further study has 
given us better and wider understanding of the matter. The 
other possibility is that in the blood the CO:-combining ability 
of the serum is reduced by the existence of the corpuscles. 
This is probable when we consider the fact that the curve 
for the serum portion intersects that for the blood at about 
20 mm. of the CO,-tension, and below this point, the former 
lies above the latter. (See Fig. 4). If the serum contains the 
same amount of CO, under a certain CO:-tension, regardless of 
whether it exists alone or in the blood with corpuscles, the 
former curve should lie below the latter. Therefore this experi- 
mental fact is a proof that the existence of corpuscles suppresses 
the CO;-combining ability of the serum. 
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TABLE V. 
CO, (vol. %) 
Peco. 
aie defibr. blood haemolysed blood 

8.2 29.0 : 30.5 
15.0 42.5 42.0 
21.0 47.0 45.1 
38.5 57.1 58.0 
45.9 61.5 60.0 
62.3 66.5 68.9 
73.3 71.5 73.1 


On the other hand, our results, especially the curve VI, 
may be regarded as a strong support of Hayashi, Nishimaru 
and Okuyama’s conclusion that a large part of CO, is trans- 
ported from the tissue to the lung by the red corpuscles. They 
equilibrated the blood samples with various CO;-tensions, and 
then they measured the CO.-content of it.as well as its serum 
portion, so that their CO,-dissociation curve of the serum coexists 
with the corpuscles. They did not measure the CO,-dissociation 
curve of the corpuscular portion directly, but calculated it from 
the other two curves. 

In general, our results coincide with theirs. Slight diffe- 
rences in the form of the curves and on other points may be 
due partly to the fact that the CO,-dissociation curve of the 
serum was studied under different conditions; partly, however, 
to the fact that they used goat’s blood, while our material was 
obtained from a horse. 

e) Haemoglobin combines COz. In the previous paragraph 
we confirmed that the red corpuscles combine with a certain 
amount of the dissociabie CO,. Now the question arises whether 
this COz is combined by haemoglobin or whether it exists in 
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the watery solvent: If the lati x be the case, the partition equili- 
brium of CO, between the media inside and outsid” the corpuscles 
should be different, as the dissociation curve of the corpuscles 
differs from that of the serum, and therefore, if the corpuscles 
were laked, the partition equilibrium should be different from 
unlaked blood. In order to elucidate this question, we under- 
took the following experiment. A double-chamber tonometer, 
described in the other article of mine, was filled with air of a 
desired CO;-tension. In one chamber of the tonometer was put 
the ordinary defibrinated blood, while in the other was put the 
same blood, but laked by the addition of saponin. The contents 
of the tonometer were equilibrated with the CO,-tension in a 
thermostat and then each sample was analysed. No difference 
was observable between the CO.-contents of these two samples, 
as isshown in Table V. Judging from this result, it is probable 
that the CO, held in the corpuscles is really combined with 
haemoglobin, and not contained in the watery medium. 


II. Mutual relation between the CO,-content 
and the oxygenation of the blood. 


Since Ludwig, it has generally been believed that oxy- 
genated blood contains a less amount of CO, than reduced blood. 
The CO,-dissociation curves of blood in the fully oxygenated 
state and in the completely reduced state are given on p. 255 of 
the report of Christiansen, Douglas, and Haldane. The 
curve of the reduced blood lies above that of the oxygenated 
one, and the difference between their CO.-content at the same 
CO,-tension increase with the increase in the latter. 

Our first study was directed to confirm this difference at 
several O,-tensions. Results are given in Table VI, fig. 5. In 
practice, it is naturally impossible to keep the blood at quite 
the same O.-tension, varying its CO.-tension alone. Thus, in 
our experiments, the O,.-tension is not quite the same, but its 
deviations are slight and may cause no significant. error on the 
CO,-dissociation curve. The results confirm the fact that the 
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TABLE VI. 


Horse blood. 


CO,-content 
cc 


OAKRAKAN 


Pco, 


mm. Hg 


EO 
mm. Hg 


5) 


| Sed 
SEeeres 


Po, in parenthesis is the mean. 
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Fig. 5. (Table VI). 


CO2-content 


Pc 00 


50 60 70 80 90 


1 Po,= 4.7 
2 Po,=10.3 
3 Po.,=31.4 
4 Po,=77.5 
5 Po.=92.2 


CO, capacity of the blood is reduced when its O,-tension is 
increased. 

Next, the O.-tension was varied, the CO,-tension being 
almost unchanged. This was studied at each CO:-tension of ca. 
10, 40, 50,70 and 90mm.. See Table VII, Fig. 6.” Here we see 
that the curves run almost parallel to one another. This means 
that the decrease in the CO.-capacity of a blood, with increase 
in its O,-tension, is independent of its CU,-tension or of its 
-absolute capacity for CO, Again, it may be seen in this figure 
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that the amount of CO, driven out from a reduced blood by 
oxygenation is small compared with its total CO:-content. It 
is premature to decide, from these results only, whether this 
reduced. CO,-capacity of an oxygenated blood is due to the fact 
that the CO. combined with the haemoglobin is replaced by 


TABLE VII. 
Horse blood. 


No Peo, Po, CO.,-content 
: mm. Hg mm. Hg : 
90.0 4.2 
83.4 26.5 
i 89.0 47.3 
90.1 70.0 
(89.5) 
70.1 3.0 
68.8 20.0 
2 70.0 44.7 
69.4 76.8 
(69.6) 
59.4 7.5 
50.2 28.0 
3 49.3 54.6 
50.0 73.0 
(50.0) 
40.5 4.7 
39.4 23.5 
4 39.5 40.0 
38.8 60.0 
39.0 78.2 
(39.4) 
10.8 7.5 
9.4 21.7 
5 9.5 54.2 
8.9 78.5 
(9.9) 


Peco. in parenthesis is the mean. 
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Fig. 6. (Table VII). 


90 COo-content 


0) 10 20 30 40 50 60 70 80 90 


Peco, = 89.5 
Pco, =69.6 
Peco, =50.0 
Peco, =39.4 
Pco2.= 9.9 


SAE CONN tS 


oxygen, or whether it is due to the fact that oxy-haémoglobin 
is a stronger acid than reduced haemoglobin, though the latter 
conception has been adopted by many investigators. 


III. Does the oxy-haemoglobin drive out 
the CO, in the blood? 


Since Pfliiger (1864), it has generally been accepted that 
a constituent of blood is capable of liberating CO: from the 
carbonate of that liquid, and this action has been attributed to 
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haemoglobin as well as to oxy-haemoglobin, both being weak 
acids, the latter being a little stronger than the former. This 
fact was, however, denied by Buckmaster, who thought that 
the CO, of the blood was not driven out by haemoglobin, but 
was carried by the latter. 

In the present investigation, we saw that a large portion 
of the CO, in blood was contained in the corpuscles, while the 
corpuscles seemed to have an influence on the plasma or serum 
to diminish its CO,-capacity. 

Now we attempted to confirm the fact that corpuscles can 
‘drive out the CO, from serum. For this purpose, two bottles 

. for CO, analysis were connected 

ieee: as sketched in Fig. 7. First, the 
tap « was closed, and a sample 
of blood was put in the upper 
bottle A, and another sample of 
blood in the lower bottle B, each 
bottle being connected: with an 
absorption tube and other analytic 
arrangement. Now the contents 
of the two bottles were bubbled 
separately with CO:-free air until 
no CO2 come out from them. Now 
the tap a wes opened and the 
content of A, was poured into 
that of B, and the CO, liberated 
from this mixture was measured. 
Then 1cc. of a 109% lactic acid 
solution was added to this mixture 
and again the CO, liberated from 
it was measured. Results are 
shown in Table VIII, in which 
we see that a small amount, of 
CO, was liberated by the addition 
of the blood into the serum, both 
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being previously equilibrated with CO,-free air, but a larger 
amount of CO, was still remaining in the mixture, which was 


liberated by the addition of the lactic acid. The incompleteness 


TABLE VIII 


CO,-liberation 
serum equilibr. | blood equilibr. 
with CO,-free air | with CO,.-free air| after intermixing oe 
ce. cc. the serum and after addition of 
blood lactic acid 
ha cc. 
2.0 0.5 0.012 0.273 
af x 0.010 0.268 
” 1.0 0.015 0.290 
3 - 0.018 0.289 
of 15 0.015 0.285 
2 = 0.014 0.290 


of the CO2-liberation by the addition of the blood was not due 
to the insufficiency of its amount, but was probably due to the 
weakness of the acidic property of oxy-haemoglobin, as the 
amount of CO; liberated on the addition of the blood was not 
proportional to the amount of the blood added. This may be 
seen in the table. 

To verify this supposition, the P of the blood as well as 
that of the serum were measured, after both had been equili- 
brated with CO.-free air, and it was found that the Py of these 
samples was independent of the CO:2-tensions they had before 
equilibrium with CO,-free air was established, and the blood 
was a little more acidic than the serum, i.e., the average Pu 
of the former=8.42, and that of the later=8.60. See Table IX. 

Thus it is conceivable that, when the blood was added to 
the serum, the Py of the mixture displaced toward that of the 
blood, owing to the strong buffer action of oxy-haemoglobin, 
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‘TABLE IX. 


Peo, (mm. Hg) 


Pa after equilibrated with CO,-free air. 


previously equilibrated blood serum 
3.0 — 8.61 
5.3 8.49 = 
12.4 8.34 = 
15.2 = 8.56 
20.7 8.45 = 
23.1 — 8.63 
39.0 — 8.67 
40.1 8.38 = 
61.3 8.40 — 
64.3 — 8.54 
71.8 — 8.6) 
75.2 8.48 = 
Mean 8.42 8.60 


and consequently the CO, was liberated according to the displace- 
ment of the CO,-equilibrium expressed by 


H + HCO,/ => H.CO; — HO as GCO:;, 


The amount of CO, liberated by this process was not large, as 
the difference between the original Pn of the blood“and of the 
serum was not marked, and accordingly we think that the 
physiological meaning of this fact on liberating CO: from the 
blood in the lung is far less significant than Hasselbalch 


maintained. 
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SUMMARY. 


1) The CO,-dissociation curves of the blood of a horse, of 
its plasma and serum, of its corpuscular suspension in the 
saline solution and of its laked blood were studied. The curves 
of the plasma and of the serum were quite the same. Again, 
that of the laked blood showed no difference from that of the 
unlaked one. 

2) The CO,-dissociation curve of the plasma or of the serum 
is similar to that of a bicarbonate solution of about 0.03 mol. 

3) A large portion of the CO, transported by the blood 
was dissociably combined by haemoglobin. 

4) The corpuscles, probably the oxy-haemoglobin, sup- 
presses the CO,-combining ability of the serum. 

5) The CO.-capacity of the blood decreases with its increased 


oxygenation. 

6) The blood, equilibrated with CO,-free air, is slightly 
more acidic than the serum under the same condition, go that, 
when these two are mixed, a certain amount of CO. is liberated 


from this mixture. 
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INTRODUCTION. 


In the previous report of this series, it was proved that a 
large portion of the dissociable CO, in the blood is contained 
in the red blood corpuscles, and presumably the CQ, is com- 
bined with the. haemoglobin molecules. In order to confirm 
the latter supposition, it was attempted, in the present investi- 
gation, to study the CO,-dissociation curve of a haemoglobin 


solution. 
METHODS. 


The method of measuring the CO,-dissociation curve adopted 
in this study is the same as described’ in the previous report. 
The solution was equilibrated with a mixture of atmospheric air 
and CO,, at 87°C., so that the haemoglobin was fully oxygenated 
in each experiment. | 

The haemoglobin solution was preparea as follows: Red 
blood corpuscles were separated from horse-blood, and washed 
repeatedly with the physiological saline solution. At the last 
washing, the saline solution was siphoned off, and the distilled 
water was added to haemolyse the corpuscles, the total volume 
of the solution being brought’ to the same amount as that of 
the original blood out of which the corpuscles were separated. 
The corpuscular solution thus laked was put in a collodion’ sac 
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and dialysed in distilled water, which is renewed several times 
a day. The whole dialysis vessel was immersed in ice-water and 
kept in a refrigerator, so that the dialysis was carried out practi- 
cally at 0°C. 

The salt content of the haemoglobin solution thus prepared 
may be conjectured from its specific conductively (expressed 
by » in the tables). As for the details of the method of the 
conductivity measurement, refer to Suzue’s paper. The dialysis 
was continued for from 2-10 days, so that the conductivity value 
of the solution differed with each sample. For comparison’s 
sake, the value of % as well as the concentration of the cor- 
responding KCl-solution, which has the same A, were given in 
the tables. 

The solution became somewhat diluted during the dialysis, 
even though. the collodion sac had been kept stoppered. There-. 
fore, the concentration of haemoglobin in the solution, thus 
prepared, was measured by colorimetry, haemoglobin being 
converted into HCl-haematin. The standard solution for the 
colorimetry was prepared with the blood of the same horse, and 
all the observed data of the CO2-content in volume percentage 
(Veco, in the tables) were revised into the values corresponding 
to a standard solution of haemoglobin, of which the concentra- 
tion was the same as that of the original horse-blood. The 
revised data are expressed by V/co: in the tables. 


I. The combination of CO. with oxy-haemoglobin. 


Five series of experiments were carried out, each at a dif- 
ferent degree of dialysis. Results are summarized in Table I 
and Fig. 1. On examining the data it was found that the 


Freundlich adsorption formula was applicable to them, 
thus, 


1 
V! coy = &.(Peo,)” 


or log (V'coz) = log a + + hog (Pco,), 
n 
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TABLE If. 


CO,-capacity of Hb-solution. 


1 


Hb-solution Peo, Veco. es j aes V'co,=a (Pco,)” 
A=2.00 x 10-4 7.0 8.8 10.4 10.3 
=0.0016N 19.5 17.8 20.9 20.8 o =2.676 
KCL 30.7 23.6 27.8 28.5 = =0.691 
Hk-content 45.2 32.7 38.5 Bie, 
= 85% 63.1 38.7 45.0 46.8 
77.9 45.9 54.0 04.1 
A=6.78 x 10-4 5.7 6.7 8.2 8.2 
==0.0065N 22.0 17.8 217 21.1 o=2.457 
KCL 37.2 24.6 29.9 30.4 = =0.696 
Hb-content 57.8 34.0 41.5 41.3 
=82% 73.4 49.2 49.0 48.8 
A=13.9x10-4 8.5 7.4 8.5 8.7 
*=0.0120N 18.0 13.3 15.3 15.2 c= 1.764 
KCl. 29.2 18.8 21.6 21.8 = =0.145 
Hb-content 46.9 ak) 31.8 31.0 
=87% 62.0 33.5 38.5 38.2 
76.6 38.0 43.7 44.6 
A=19.0x 10-4 6.8 6.3 6.9 Wed 
==0:0167N 26.5 18.0 20.0 19.2 o=1.776 
KCl. 42.9 24.6 27.3 27.2 7-=0.197 
Hb-content 58.0 30.7 84.1 34.0 
=90% 71.8 35.0 38.8 39:7 
A=23.8 x 10-4 96 7.4 7.9 8.2 
==0.0211N 23.6 15.3 16.3 15.9 sing 1.522 
KCl. 40.0 92.2 23.6 23.5 a8 =0.742 
Hb-content 54.5 28.3 30.1 29.6 
=949% 77.5 35.2 37.4 38.4 


190 S. Kato: 


pte 1G 
g 
60 Veo, 
a 3 
50 
3 
FO 4 
40 a 5 
30] 
©) eS 5 
a 4 1—A)=2.00 10% 
20 iY” oor Z2— r=6.78 107 
L LAE i SINS SG) 10% 
| (yp 4—)=19.0 10% 
10r- & b—A=235.8 107 
(pr Pco, 


Ov = <6 caso 50 60 70 80. 90 


so that, on plotting log (V’co,) against log (Pco,), a straight line 
is obtainable as shown in Fig. 2. The values of loga and a 
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were estimated on this graph, and applying these values, Veco, 
was calculated, which is also given in the table. The coin- 
cidence of observed and calculated values of it was quite 
satisfactory. 

From this fact we may cali the combination of CO: and 
haemoglobin the adsorption, so long as we call by this term 
every phenomenon to which the Freundlich adsorption 
isotherm is applicable. Only it is worth mentioning that the 
CO, adsorbed by the haemoglobin particles is driven away on 
the addition of a stronger acid than itself, such as the lactic 
acid used in our experiments. 

In Fig. 1 it may be seen that the curve lies higher when 
the salt content of the solution is diminished. On the other 
hand, the degree of aggregation of the haemoglobin molecules 
in a solution is reduced when the salt content in it is reduced 
(see the article of Katsu, Yabuki and myself). Considering 
these two facts it may be concluded that, the amount of COz 
adsorbed by the haemoglobin particles decreases when the degree 
of aggregation of haemoglobin molecules is raised. This may 
probably be due.to the fact that the free surface of the haemo- 
globin molecules, on which the CO, molecules may be adsorbed, 
is reduced, when the former molecules aggregate and form a 


large particle. 


Il. The effect of temperature on the combination 
of CO, with oxy-haemoglobin. 


It is already recognized that the CQ,-capacity of the blood 
‘is reduced at a higher temperature than at a lower. See 
Loewy’s description in Oppenheimer’s Handbuch. Parti- 
cular experiments have been lacking up to now. 

In the present investigation, the CO:-dissociation curves 
were studied at 18°C. and 37°C., once with the blood, and then: 
with its serum. Results are given in Table II, Fig. 3. Here 
we see that, in both cases, the curve at 18°C. lies above that 
at 87°C. The difference between the CO,-content at these two 
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TABLE II. 
CO,-capacity of the blood and its serum. 


blood serum 
18°C 37°C 18°C 37°C 
Peo, Veco. Pco, Veco, Peco, Veco. Peco, Vceo2 
7.8 23.4 5.8 10.7 5.0 48.8 7.2 51.2 
16.9 36.2 15.5 27.0 17.4 61.4 22.3 62.3 


28.5 49.6 31.7 40.0 35.0 69.5 41.0 69.7 
43.0 57.0 52.4 53.7 51.3 71,4 56.7 69.8 


60.0 62.5 77.2 63.3 66.2 71.7 77.5 72.2 
74.2 70.0 81.0 83.3 
Fig. 3. 
89 Veo 2 
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temperatures is markedly larger in the case of the blood than 
in that of its serum. 

Now similar experiments were carried out with the haemo- 
globin solution. Results are shown in Table III and also in 


TABLE III. 


CO,-capacity of Hb-solution at 18°C. and 37°C. 
r=38.1 x 10-4 = 0.0371N KCl-solution. 
Hb-contents =75%. 


[ns 


temp. Pco. Veco, V’co, V'co2 | V'co2=a(Pco,) ” 
(obs.) (calc.) 
10.6 5.0 Heth 7.8 
26.0 ia lee 15.7 15.5 
18°C. 41.0 16.7 22.3 22.1 —Neoe 
58.7 22.8 30.4 29.2 = =0.778 
78.5 26.6 35.5 36.5 
9.0 3.8 5.1 5.2 
24.2 8.4 12, silat 
37°C 46.0 12.9 17.2 18.2 a =0.961 
63.0 17.6 3.0 23.1 2 =0 767 
85.0 21.5 28.6 29.1 


Fig. 3. The temperature effect is the same as that in the above 
cases, and the magnitude of the difference between the CO,- 
content at the two temperatures is, at a rough estimate, similar 
to that of the blood. Therefore it is concluded that the amount 
of CO, adsorbed by the haemoglobin particles is less at 37°C., 
than at 18°C. and also‘that the temperature ‘effect on the CO.- 
capacity of the blood is due, in great part, to a similar effect 
on the adsorption of CO: on the haemoglobin particles. 

In these experiments, too, the Freundlich adsorption 
isotherm, 


1 
V'coz = o& (Pco2)”, 
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was proved to be applicable. The coincidence of the calculated 
data with those observed are shown in the table. 


SUMMARY. 


The CO,-dissociation curve of the dialysed oxy-haemoglobin 
solution was studied and the following facts were noted. 
1) The Freundlich adsorption formula, 


1 
Vico, (Peo.) *, 
is applicable, so that the combination of CO, with oxy-haemo- 
globin molecules may be regarded as an adsorption phenomenon. 

2) The amount of CO, adsorbed by oxy-haemoglobin 
molecules is reduced when the molecules form aggregated 
particles. 

3) The amount of CO: adsorbed by oxy-haemoglobin is 
less at 37°C. than at 18°C. This is the main cause of the fact 
that the “CO:-capacity’ of the blood decreases .with a rise in 
temperature. 
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UBER DIE BILIRUBINBILDUNG DER UBERLEBENDEN 
NORMALEN MILZ. 


Von 
YUTAKA KOMORI unn CHUJI IWAO. 


(Aus der medizinischen Universitdtsklinik von Prof. Dr. S. Tsu n00, 
Nagasaki.) 


(Eingegangen am 27, August 1927.) 


Die Frage nach der Topik der Bilirubinbildung ist heute 
noch ein unentschiedenes Problem, das in theoretischer und 
praktischer Hinsicht das grésste Interesse in Anspruch nimmt. 

Als einerseits von der Aschoffschen Schule (1925) das 
retikuloendotheliale System in den Vordergrund geriickt wurde, 
andererseits von. Mann und seinen Mitarbeitern (1925) die 
extrahepatische Bildung von Bilirubin betont wurde, musste 
die Lehre: ‘‘Ohne Leber keine Bilirubinbildung”’, ‘‘Ohne 
Leber kein Ikterus’’ stark erschtittert werden, die seit Naunyn 
und Minkowski (1886) lange Zeit als Dogma den Streit zur 
Ruhe gebracht zu haben schien. Wenn man die Topik der 
Gallenfarbstoffbildung klar stellen will, muss man _ unseres 
Erachtens den direkten Beweis erbringen, dass und wie in 
bestimmten Organen und Geweben der Gallenfarbstoff gebildet 
wird. 

Was nun die Milz betrifft, so liegen mehrere klinische 
Beobachtungen vor, die fiir die Bilirubinbildungsfihigkeit der 
Milz sprechen. Van den Bergh (1918), Gansslen (1918), 
Kaznelsen”, Naegeli (1923), Schitipbach (1924) u.a. fanden 
bei pernicidser Aniimie und himolytischem Ikterus mehr Bili- 
rubin in der Milzvene, als im peripheren Venenblut. In dicser 
Hinsicht ist die Arbeit von Mann und seinen MitarLeitern 


1) Nach Schiipbach zitiert. 
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(1925) sehr beachtenswert. Sie fanden bei normalen Hunden 
spektrophotometrisch mehr Bilirubin in der Milzvene, als in der 
entsprechenden Arterie. Aber diese Befunde schliessen noch 
nicht die Mitwirkung anderer Organe, z.B. die der Leber aus. 
Die Versuche miissen auch an der isolierten Milz oder dem 
Milzgewebe angestelit werden, wenn der direkte Beweis fiir die 
Milzfunktion erbracht werden soll. Nach Fr. Miller (1923) 
brachte schon 1888 A. Schwartz, ein Schiller von Alex. 
Schmidt, diinne wasserige Lésungen von kristallisiertem 
Hamoglobin mit der abgeschabten Milzpulpa zusammen. Da- 
durch erfuhr das Haimoglobin eine Umwandlung in ein farbloses 
Produkt. Die Bildung von Bilirubin ist dabei nicht beobachtet 
worden. Auch Rich und Bumstead (1925) gelang es nicht, 
im Milzextrakt ein Ferment zu finden, das das lackfarbene Blut 
in Bilirubin umwandeln konnte. Nun gingen McNee und 
Prusik (1924) einen anderen Weg. Sie brachten 1921 die 
Milz mit einem Herz-Lungenkreislaufpriparat in Verbindung 
und fiigten 100 ccm 2 prozentiger Pferdehiimoglobinlésung zur 
Durchstrémungsfliissigkeit hinzu. Aber kein Bilirubin wurde 
gebildet. In demselben Jahre fingen auch Ernst und Szap- 
panyos (1922, 1925) mit Durchstrémung der Milz an. Sie 
durchstrémten die isolierte Hundemilz mit defibriniertem, teil- 
weise lackfarbenem Blut und konnten die Bilirubinbildung | 
bestatigen. Aber diese Arbeit konnte nicht ohne Einwand 
bleiben. Retzlaff (1923) und Fischler (1925) haben die von 
Ernst und Szappanyos beobachtete Bilirubinbildung der 
Wirkung von Bakterien zugeschrieben. Rosenthal (1925) hat 
mit Hiirthle die Versuche wiederholt. Die meisten Versuche 
ergaben ihnen im Gegensatz zu den ungarischen Autoren ein 
vollig negatives Resultat. Da aber unserer Meinung nach der 
Arbeit von Ernst und Szappanyos eine grosse Beleutung 
nicht abgesprochen werden konnte, folgten wir gern der Anre- 
gung von Herrn Prof. S. Tsunoo, den Versuch der ungari- 
schen Autoren einer Revision zu unterziehen. 
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V ERSUCHSANORDNUNG. 


Unsere Versuchsanordnung lehnte sich hauptsichlich an 
die Beschreibung von Ernst: und Szappanyos (1925): Aber 
‘es muss schon hier bemerkt werden, dass die Durchstrémung 
nicht wie bei Ernst mit dem Brodieschen, sondern mit dem 
von Mizuki und Yamakawa (1918) konstruierten Apparat 
ausgefihrt wurde. Als Versuchstiere haben wir normale Hunde 
gebraucht. Ohne Narkose wurde eine Kaniile in die Carotis 
eingefihrt und méglichst viel Blut entnommen, was aber die 
Tiere des Lebens nicht berauben durfte. Das Blut wurde 
defibriniert und einmal durch Gaze filtriert. 10 ccm defibri- 
nierten Blutes wurden mit 15 ccm destillierten Wassers versetzt 
und nach 5 Minvten durch Zusatz von 1,5ccm 10 fach konzen- 
trierter Ringerscher Lésung isotonisch gemacht. Die so 
gewonnene lackfarbene Blutportion wurde mit 200 ccm defibri- 
nierten Blutes zusammengebracht. Diese Mischung, deren Menge 
also jetzt 226,5cecm betrug, diente als Durchstrémungsflissigkeit. 

Nunmehr wurde die Bauchhéhle des—wie schon gesagt— 
noch lebenden Hundes, von dem das Blut entnommen worden 
war, gedffnet und die Milz extirpiert. Sie wurde sofort in eine 
mit kérperwarmer physiologischer Kochsalzlésung gefiillte Schale 
gebracht, worauf sofort je eine Kantile in die Milzarterie und 
Vene eingefiihrt wurde. Dann wurde die Milz mit etwa 60 ccm 
defibrinierten Blutes, dem aber kein lackfarbenes zugesetzt war, 
durchspiilt, um das gerinnungsfahige Blut aus dem Organ zu 
entfernen. Darauf wurde die Milz in den Stromkreislauf des 
Durchstrémungsapparates eingeschaltet, der vorher mit Durch- 
strémungsfliissigkeit gefiillt war. Bei solcher Manipulation 
dauerte die Asphyxiezeit der Milz ungefihr 10-15 Minuten. 
Die Temperatur der Durchstrémungsfltissigkeit und des Organs 
wurde wiihrend des Versuches, der 2-4 Stunden dauerte, auf 
37°C gehalten. 

Die Durchstrémung geschah unter einem arteriellen Druek 
von 80-125 mm Hg mit einer Geschwindigkeit von 15-20 ccm 
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pro Minute. Nach der Durchstrémung wurde die Durch- 
stromungsfliissigkeit gesammelt. Ein Teil derselben wurde nach 
vorhergehender Zentrifugierung mit der vierfachen Menge 96 
prozentigen Alkohols versetzt und wieder zentrifugiert. Am 
Zentrifugat, das jetzt hamoglobinfrei war, wurde die qualitative 
und quantitative Bestimmung nach van den Bergh angestellt. 
Bei der ersteren haben wir einer Portion der gefirbten Flissig- 
keit weiter starke Salzsiure resp. Natronlauge zugesetzt und 
einen Farbenumschlag in Blau bezw. Blaugriin beobachtet, um 
sicher zu sein, dass es sich um Bilirubin handelte. Einigemal 
wurde auch die Gemelinsche Reaktion ausgeftihrt. Zur quan- 
titativen Bestimmung wurde der Hellige-Kolorimeter gebraucht. 
Wir brachten 1,0cem Zentrifugat in den kleinen Glastrog des 
Kolorimeters, und setzten zunichst 0,25ceem des Ehrlichschen 
Reagenses, dann 0,5cem Alkohol zu. Nach kurzer Zeit vergli- 
chen wir die Intensitat der Farbe mit der von Hellige hergestellten 
Vergleichsfitissigkeit. Bei der Berechnung des Bilirubingehaltes 
wurde diejenige Tabelle gebraucht, die von uns mit reinem 
Bilirubin von Griibler genau geeicht und derart konstruiert 
wurde, dass man von der Tabelle direkt den Bilirubingehalt in 
1,0ccem Zentrifugat ablesen konnte. Bei den folgenden Ver- 
suchen wurde immer der Bilirubingehalt in 100 cem Serum 
angegeben, der nach der: folgenden Formel berechnet wurde: 

Abgelesene Bilirubinmenge (mg) in 1.0com Zentrifugat x 5 
x L00= Bilirubinmenge (mg) in 100 ccm Seruin. 

Der Multiplikater 5 entspricht dem Verdtinnungsgrad des 
Serums. Wir haben, wie oben erwahnt, dem Serum nicht die 
zweifache, sondern die vierfache Menge Alkohol zugesetzt. 
Dabei war die Volumabnahme des Gemisches so gering, dass 
man sie als Null betrachten durfte. Somit wurde das Serum 5 
mal verdtinnt. 

Hinsichtlich der quantitativen Bestimmung darf nicht 
verschwiegen bleiben, dass der Farbenton der Probe manchmal 
etwas dunkler als die Vergleichsfliissigkeit war, was besonders 
bel geringerem Bilirabingehalt der Fall war. In solchen Fallen 
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konnten wir keine exakte Vergleichung anstellen und mussten 
mit dem approximativen Wert zufrieden sein. 

Zur Kontrolle haben wir bei allen Versuchen an einem 
Teil des defibrinierten Blutes, das mit dem Jlackfarbenen nicht 
versetzt worden war, vor der Durchstrémung die indirekte 
Reaktion nach van den Bergh angestellt. 


V ERSUCHSERGEBNISSE. 


Wir haben die Versuchsergebnisse zur besseren Ubersicht 
in einer Tabelle zusammengestellt. 

Die I. Versuchsreihe wurde auf die oben beschriebene 
Weise ausgeftthrt. Die indirekte Diazoreaktion des defibrinierten 
Blutes fiel vor der Durchstrémung immer negativ aus, wihrend 
die durchstrémte Blutportion ausnahmslos die positive Reaktion 
des Bilirubins ergab, dessen Gehalt bei Versuch 2 tiber 3 mg 
in 100ccm Serum betrug. Bei den Versuchen 2-7 versetzten 
wir einen Teil des defibrinierten Blutes mit dem lackfarbenen 
in demselben Verhiltnisse wie bei der Durchstrémungsfliissig- 
keit. Dann wurde es im Brutofen so lange unter 37°C gehalten, 
wie die Durchstrémung dauerte. Diese Kontrollversuche aber 
ergaben immer die negative Reaktion, woraus man schon mit 
héchster Wahrscheinlichkeit folgern konnte, dass eine Bakterien- 
wirkung nicht in Frage kam. 

Um aber noch sicherer zu sein, dass bei unseren Versuchen 
Bakterien keine Rolle gespielt hatten, haben wir weiter nach 
Ernst (1925) auch.die II. Versuchsreihe angestellt. 

Versuch 8. 2. November 1926. K6rpergewicht des Hundes 
11 Kg. Die Blutentnahme, die Herstellung der Durchstrémungs- 
flussigkeit und die Durchstrémung selbst wurden ganz gleich 
wie bei der I. Versuchsreihe angestellt. Der Hauptunterschied 
bestand darin, dass man die Milz nicht in den Kreislauf brachte, 
sodass das Blut im Apparate zirkulierte, ohne mit irgendeinem 
Gewebe in Berithrung zu kommen. Die Diazoreaktion war yor 
und nach dem Versuche negativ. 

Versuch 9. 15. November 1926. 10 ccm des durchstrémten 


200 Komori und Iwao: 


Blutes vom Versuch 6, das die deutliche Bilirubinreaktion 
ergeben hatte, wurden mit 150ccm des defibrinierten, teil- 
weise lackfarbenen Blutes versetzt, das nach oben angegebener 
Versuchsordnung aus 10ccem defibrinierten Blutes, 15 ccm 
destillierten Wassers, 1:5ccm 10 fach konzentrierter Ringerscher 
Lésung und 123.5ccem defibrinierten Blutes bestand ; selbst- 
verstiindlich stammten die simtlichen' erwihnten Blutmengen 
von demselben Hunde. Dann wurde diese neu hergestellte 
Durchstrémungsfliissigkeit in den Apparat hineingetan, der 
nach dem Versuch 6 noch nicht gereinigt war. Wenn die 
Bakterien beim letzteren tatsichlich bilirubinbildend gewirkt 
hiitten, mussten sie auch jetzt dieselbe Wirkung entfalten. Aber 
nach der. Durchstrémung, die ohne Milz 3 Stunden lang fort- 
gesetzt wurde, fiel die Diazoreaktion negativ aus. 

Bei Versuch 1-7 enthielt die Durchstrémungsfltissigkeit von 
Anfang an freies Hamoglobin in ziemlich grosser Menge. Da 
lag der Gedanke nahe, dass dieser freie Blutfarbstoff das Material 
fiir Bilirubinbildung lieferte. Wenn die Durchstrémungs- 
fliissigkeit vorher kein freies Hamoglobin enthalten hitte, waren 
die Versuche immer negativ geblieben. Zur Entscheidung 
. dieser Frage durchstrémten wir bei der III. Versuchsreihe die 
Milz mit dem defibrinierten Blut, dem kein lackfarbenes Blut 
zugesetzt war. Von vier Versuchen fiel die indirekte Diazo- 
reaktion, die vor dem Versuch imimer negativ ausfiel, nach der 
Durchstrémung bei einem verdachtig, bei zwei schwach, bei 
cinem stark aus. Bei 2 Versuchen konnte man sogar quanti- 
tativ messen. Dabei ficl uns die starke Hiimolyse auf, die 
waihrend der Durchstrémung vonstatten ging. Das defibrinierte 
Blut des Hundes war zwar vor dem Versuch nicht ganz 
himoglobinfrei. Durch die Defibrinierung selbst musste ein 
kleiner Teil der Erythrozyten zerstért werden. Wie die Be- 
stimmung nach Fleischl-Miescher zeigte, nahm aber der 
Gehalt an freiem Hamoglobin nach der Durchstrémung erheblich 
zu, sodass die Differenz durch die einfache Konzentrations- 
verdnderung: der Durchstrémungsflissigkeit nicht erklart werden 
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konnte. Ob es sich um eine zufallige Erscheinung oder um die 
spezifische Wirkung der Milz, die in direktem Zusammenhang 
mit Bilirubinbildung steht, handelt, bleibt vorliufig dahingestellt. 
Immerhin musste man bei dieser Versuchsanordnung auch die 
Bilirubinbildung in der Milz konstatieren. 

Nun kénnte man gegen unsere Versuche cinwenden, dass 
das Bilirubin durch die Durchstrémung aus der Milz ausgelaugt 
wirde und die positive Diazoreaktion geben kénnte. Aber man 
kann aus den folgenden Versuchen deutlich erkennen, dass das 
nicht der Fall ist. 

Versuch 14. 22. Dezember 1926. Die Milz, die 37.5 gr 
wog, wurde zerrieben und dann mit 37 ccm 96 prozentigen 
Alkohols versetzt. Nach 2-stiindigem Schiitteln filtriert, ergab 
das Filtrat die negative Diazoreaktion. 

Versuch 15. 22. Dezember 1926. Die 28.5 gr schwere 
Milz wurde nach dem Zerreiben mit 30 cem physiologischer 
Kochsalzlésung versetzt, 2 Stunden lang geschtittelt und dann 
filtriert. 1 ccm Filtrat wurde mit der vierfachen Menge Alkohol 
versetzt und zentrifugiert. Die Diazoreaktion am Zentrifugat 
fiel negativ aus. 

Versuch 16. 24. Dezember 1926. Gewicht der Milz 24.5 g. 
Sie wurde zerrieben. Eine Hialfte des Milzbreies wurde mit 
12.5ccm Azeton versetzt und eine Stunde geschiittelt. 1ccm 
Filtrat ergab nach dem Zusatz von 0.25cem Ehrlichschen 
Reagenses die negative Reaktion. Der anderen Halfte wurden 
12ccm Chloroform zugesetzt. Nach einstiindigem Schitteln 
wurde 1ccm Filtrat mit 0.25cem Diazoniumlésung versetzt und 
geschiittelt. Die Reaktion war auch diesmal negativ. 


DISKUSSION. 


Wenn wir unsere Versuchsergebnisse tibersehen, dann 
diirfen wir die Bilirubinbildung in der tiberlebenden isolierten 
Milz als sichergestellt ansehen. Nach der Kontrolle zu den 
Versuchen 2-7 und nach der II. Versuchsreihe ditirfte wohl 
iene Mitwirkung von Bakterien als ausgeschlossen erscheincn. 
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I Versuchsreihe. 
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Uberdies haben wir noch ‘andere Tatsachen, die auch die 
Bakterienwirkung , unwahrscheinli¢dh machen. Wir haben 
némlich mit deg Durchstrémung der Milz schon ira Sommer 
1926 angefangen und in der heissen Jahreszeit 6 Versuche 
‘angestellt, die aber in der vorliegenden Arbeit keine Erwihnung 
fanden, weil unsere Technik anfangs noch nicht ganz einwand- 
frei war. Bei diesen Versuchen wurde die Milz erst nach dem 
Tode der Versuchstiere exstirpiert. Dann haben wir zur 
Entfernung des gerinnbaren Blutes die Milz nicht, mit dem 
defibrinierten Blut wie bei den spiiteren Verstichen, sondern 
mit der Ringerschen Lésung durchspiilt, was auch bei Ernst 
und Szappanyos nicht giinstig wirkte. Trotzdem verlief die 
Durchstrémung selbst ganz glatt, ergab aber im Gegensatz zu 
unserer Erwartung immer ganz negative oder nur fragliche 
Resultate. Wenn die Bakterien bei unseren positiven Versuchen 
wirklich eine aktive Rolle gespielt hitten, hitten wir im heissen 
japanischen Sommer eine stérkere Wirkung erwarten dirfen. 
Wenn man trotz allem die Bakterienwirkung nicht in 
Abrede stellen will, dann muss man zeigen, wie die Bakterien 
das Bilirubin bilden kénnen. Hollis* hat schon von der 
Méglichkeit gesprochen, dass die Luftkeime Hiimoglobin in 
Gallenfarbstoff umwandeln kénnen. Herzfeld und Steiger 
(1910) haben in himoglobinhaltigen Bouillonréhrchen, die mit 
Diplococcus pneumoniae geimpft wurden, nach 3 Tagen einen 
Kérper nachgewiesen, dessen Reaktionen mit Bilirubin tiberein- 
stimmten. Aber die neuen Versuche von Rich und Bumstead 
(1925), die mit verschiedenen -Bakterien angestellt wurden, 
fielen ganz negativ aus. Also muss man die Fragé nach der 
bakteriellen Wirkung noch als offen ansehen. Auch angenom- 
men, dass die Angaben von Hollis und Herzfeld und Steiger 
sichergestellt sind, durfen sie noch nicht ohne weiteres auf 
unsere Fille tibertragen werden, weil die Versuchsdauer bei uns 
erheblich ktirzer ist. | 


* Nach Rich zitiert, 
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Was, nun die Behauptung von Rosenthal (1925), dass er 
bei der Durchstrémung der normalen Milz nur negative Resultate 
erhielt, betrifft, so miissen wir aus unseren eigenen Erfahrungen 
sagen, dass weitere Versuche vielleicht auch hier zu positiven 
Ergebnissen geftihrt hatten. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Bei Durchstrémung der Milz mit defibriniertem, teilweise 
lackfarbenem Blut kann man nach 2-4 Stunden in der Durch- 
stromungsfltissigkeit Gallenfarbstoff nachweisen, 

2. Die Versuche mit defibriniertem Blut zeigen auch 
positive Bilirubinbildung. 


9 


3. Dabei spielen Bakterien keine Rolle. 
Weitere Versuche sind noch im Gange. 


LITERATUR. 


Aschoff, L. (1925), Vortrage iiber Pathologie. Jena. 
Ernst, Z. (1925), Biochem. Zschr., 157, 3). 
Ernst, Z. u. B. Szappanyos (1922), Kl. W.,S 614. 

As a (1925), Biochem. Zschr., 157, 16. 
Fischler, F. (1925), Physiologie u. Pathologie der Leber. Berlin. 
Gansslen (1913), D. Arch. f. kl. M., 140, 210. 

Herzfeld u. Steiger (1910), M. Kl., 1415. 

Mann, E. C. (1925!, Erg. d. Physiol., 24, 379. 

Mann, Sheard, Bellmann u. Baldes (1925), Americ. Jour. of 
Physiol , 74, 497. 

Minkowski, O. u. B. Naunyn (1886), Arch. f. exper. Pathol. u. 
Pharm., 21, 1. 

Miiller, Fr. (1923), M. m. W., 865. 

Naegeli, Blutkrankheiten u. Blutdiagnostik. Berlin, 1993. 

McNee u. Prusik (1924), Jour. of Pathol. a. Bact., 27, 95. 

Retzlaff, K. (1923), Zschr. f. d. ges. exper. M., 34, 133. 

Rich, A. R. (1925), Physiol. Reviews, 5, 182. 

Rosenthal, F. (1925), Erg. d. ges. M., 6, 532. 

Schipbach, S. (1924), Erg. d. inn. M., 25, 821. 

Van den Bergh (1918), Der Gallenfarbstoff im Blute, Leiden 

Yamakawa, I, (1918 , Tokio-Igakkai-Zasshi (Japanisch), 32, 862. 


The Journal of Biochemistry. Vol. VIII, No. 1. 


UBER DIE GLYZEROPHOSPHATASE. 
Von 
HIDEO KOBAYASHI. 


(Aus ‘dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S Akamatsu.) 


(Eingegangen am J. September 1927.) 


_ Die Kenntnisse vom Wesen des Ferments sollen einerseits 
durch chemische Vornahmen, um begleitende Verunreinigungen 
im natiirlichen Material allmahlich von Fermentsmolekiil ab- 
zutrennen, und anderseits durch eine physikalisch-chemische 
Untersuchung des Ferments und seines Wirkungsmechanismus 
geférdert werden. Ich habe als Gegenstand der Ferment- 
forschung die Glyzerophosphatase gewihlt. Schon voriges Jahr 
habe ich mitgeteilt, dass dieses Fermept. bei Ph 5.56 eine 
ausgesprochene optimale Wirkung zeigt und die Affinitatskon- 
stante zwischen dem Ferment und dem Substrat von der 
Veriinderung der Aciditaét des Mediums unbeeinflusst bleibt. 
Inouye (1927) hat den Einfluss der Chemikalien auf dieses 
Ferment untersucht und gefunden, dass Glycerin und Natr. 
fluorid eine hemmende Wirkung ausiiben, obwohl der Mechanis- 
mus in beiden Fiillen ganz verschieden ist, und dass diese 
beiden Substanzen die optimale Aciditiét des Ferments von Ph 
5.6 zu 6 verschieben. 

Ich habe den Versuch tiber Glyzerophosphatase fortgesetzt 
und zuerst das Adsorptionsverhiltnis dieses Ferments dem 
Experiment unierworfen. Als Ferment wurde wie friher 
Takadiastase gebraucht. Nair. Glyzesrophosphat (Kahlbaum) 
wurde einmal umkristallisiert. Kaolin wurde einmal mit Salz- 
siiure gekocht und bis chlorfrei mit Wasser gewaschen und 
getrocknet. Tonerde wurde nach Willstiatter (1923) dargestellt, 
1cem der Suspension enthilt 0.023 gr Al(OH)s. 

Herstellung der verschiedenen Aciditét des Mediums wurde 
durch Zusatz mit 1/2 N, Acctatpuffer in variierendem Mischungs- 
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verhiltnis erzielt. Wenn der Acetatpuffer nicht hinreichte, um 
das Medium genug anzusiuern, wurde statt dessen der 1/10 
Salzsiiure-Glykokolpuffer gebraucht, nachdem die Lésung mit 
Salzsiure etwas angesiuert war. Ph wurde immer elektrisch 
ermittelt. Phosphatasenwirkung wurde bei 87°C im elektrisch 
regulierten Wasserbad verfolgt und die Zunahme des aonrga- 
nischen Phosphats wurde in zeitweise herauspipettierten 10 ccm 
derLésung nach Zusatz von 2ccm Acetatgemisch (100 gr Am- 
monacetat und 100ccm Essigsiure von Dicht 1.04 werden in 
Wasser zu 1 Liter geldést.) mit Uranlésung titriert und diese 
Menge der Uranlésung ist in den Tabellen der folgenden Versuche 
als Mass der Fermentwirkung angegeben. 1ccm meiner Uran- 
lésung entspricht 0.0052 gr. P.Os. 


EXPERIMENT 1. 


Adsorbierbarkeit der Glyzerophosphatase an Kaolin wurde 
hier untersucht. Allgemeine Versuchsordnung ist wie folgt. 
1 gr Takadiastase in 40 com Wasser wurde mit 10ccm Puffer- 
lésung versetzt und mit 5 gr Kaolin bei Zimmertemperatur in der 
Schiittelmaschine 1 Stunde geschiittelt und filtriert. In diesem 
Filtrat wurde Ph elektrisch gemessen und die Wirkung: des 
nicht adsorbierten Ferments wurde bei 37°C bei Ph 5.5-5.6 
untersucht. 
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TABELLE I. 


= 


II III INE We aa VI 

. g Takadiastase 1 gr on 1 gr [cor 1 ger 1 gr 
3 N/2 FEssigsdure — 8.4cem) 3.5 cem!1.05 cem! 0.6'¢em'0.15 eem 
5 N/2 -Acetat sos 1.6 ccm! 6.5 ecm'8.95 cem 9.4 cem)9.85 cem 

= | N/10 HCl 14.8ccm) — = — | = — 

s N/10 Glykokoll 5.2cem) — — _ = — 
‘3 Wasser 30 cem | 49cem | 40 ccm | 40cem | 40 cem | 40 ecm 

Ph 2.47 4.1 4.91 5.85 5.97 6.53 


2% Glycerophosphat 50 ccm | 50 ccm} 50 cem| 50ecm | 50cem| 50 ccm 


a6 s 
& | N/2 Essigsaure 7.8ccm| 7.8ccm| 7.8cem) 7.8cem) 7.8cem) 7.8cem 
n 
3 2 | N/2 Acetat 12.2 cem/12.2 cem|12.2 eem|12.2 cem!12.2 cem|12.2 cem 
vo N. NaOH 0.4 cem|1.87 cem|0.388 cem) 3=— —~ — 
2S N. Essigsaure == — —  |0.21 cem/0.42 ccm] 0.5 ccm 
a) 
= E Wasser 4.6 cem/3.63 cem!|4.62 cem|4.79 cem'4.58 cem| 4.5 cem 
. fee est- °25cem | 25 cem | 25 eem| 25cem | 25 cem | 25 com 
Bhi 5.50 5.51 5.56 5.53 5.52 5.51 
1 Stunde 0.00 eem/0.00 cem)1.24 ecm! 1.98 cem}2.18 cem 2.47 ecm 
23 Stundén 0.09 ccm|0.00 cem|2.47 cem)3.37 ecm!|3.69 ccm'3.78 ccm 


0.00 cem|0.00 cem|3.13 cem!4.06 ccm! 4.20 cem|4.28 ecm 


4 Stunden 


Durch diesen Versuch wurde bestiitigt, dass Glyzerophos- 
phatase bei Ph 4.1 vollstiéndig an Kaolin adsorbiert wird. 


EXPERIMENT 2. 


Diese an Kaolin adsorbierte Phosphatase tibt ihre Wirkung 
aus, wenn sie mit dem Substrat bei Ph 5.6 in Berithrung kommt. 
Der wie in vorigem Experiment bei Ph 4.1 aus 1 gr Ferment 
dareestellte Kaolinniederschlag wurde mit 50cem 2% Glyzerophos- 
phat, 30 cem Wasser und 20 cem Puffer (7.4 cem Essigsiiure + 12.6 
cem Acetat) versetzt und im Wasserbad von 37°C gestellt. Aciditiit 
der Lisung war Ph 5.6. Sofort (a) und nach 3 Stunden (b) 


wurde je cine Probe filtriert und in 10 ce Filtrat wurde anor- 
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ganisches Phosphat titriert: (a) 0.03eem und (b) 3.86 cem Uran- 
lésung. Dieses Resultat zeigt, dass das adsorbierte Ferment in 
voll aktivem Zustand erhalten wurde. 

Kikawa (1926) hat bei der Untersuchung iiber die Ad- 
sorption des Pepsins gefunden, dass dieses Ferment aus der 
Oberfliiche der Tierkohle sehr schnell durch Protein eluiert 
wird. Dagegen sind einige Fermenie in adsorbiertem Zustand 
gut wirksam, z.B. Saccharase (Michaelis, 1921) und Maltase 
(Willstitter, 1921). Hier sind die Substrate einfach gebaute 
Verbindungen, dort aber handelt es sich um eine sehr kompli- 
zierte Substanz von kolloidaler Natur. 

Auf Grund des obigen Experiments kann darum nicht 
ohne weiteres von Elution gesprochen werden, solange das 
Ferment selbst in der Glyzerophosphatlésung, die mit dem 
Kaolin-Fermentadsorbat in Beriihrung stand, wieder gefunden 
wird. Das nachste Experiment soll diese Frage entscheiden. 


EXPERIMENT 3. 


Kaolin-Fermentadsorbat wurde wie in vorigem Experiment 
dargestellt und mit 50cem 2% Glyzerophosphat, 20 cem Puffer 
(7.8ccm Essigsiure+ 12.2 cem Acetat) und 30cem Wasser (Ph 
5.6) 3 Stunden in ein Wasserbad von 37°O gestellt und dann 
filtriert. Das Filtrat wurde im Kollodiumsack gegen destilliertes 
Wasser tiber Nacht dialysiert und der Inhalt wurde auf 200 ccm 
mit Wasser verdtinnt. Diese Lisung entfaltete, wie folgt, 
eine starke Fermentwirkung. 

20 com4% Glyzerophosphat 
20cem Puffer 


50cem Wasser 
50ccm Fermentlé:ung 


Ph 5.45 


4 Stunde | ’ 0.87 ecm. 
Da" ss 1.96 eem 
4 5s | 2.69 ccm 


Glyzerophosphatase kann aus Kaolinoberflache durch das Substrat 
bei Ph 5.6 in guter Ausbeute eluiert werden. 
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EXPERIMENT 4. 


Ks gibt Fermente, die auch nach der Reinigung ihr Verhalten 
gegen die Wasserstofizahl des Mediums wohl beibehalten, wie es 
z.B. bei Pepsin (Kikawa, 1927) untersucht wurde. Dagegen 
zeigt eine Gruppe von Fermenten je nach den Bedingungen 
eine varilerende optimale Aciditit. Diese auffallende Tatsache 
wurde bei Magenlipase von Willstatter (1924) bestitigt und 
kiirzlich bei Speichelamylase von Myrbick (1926) angegeben. 
Die Verschiebbarkeit der optimalen Aciditit wurde auch bei 
Glyzerophosphatase von Inouye (1927) angedeutet. Ich habe 
hier nun das Ferment einer, Kaolinbehandlung unterworfen. 
Es dirfte darum sehr interessant sein zu untersuchen, welche 
Ph-Abhangigkeit solche Fermentlésung zeigen wird. 

Ferment-Kaolinadsorbat wurde wie frither, aber in 4 facher 
Menge dargestellt und das Ferment durch Glyzerophosphat bei 
Ph 5.6 eluiert. Die Zusammensetzung der Elutionslésung ist 
wie folgt : 


296 Glyzerophosphat 100 cem 
Acetatpuffer Essigsiure 14 ccm 

Acetat 26 ccm 
Wasser 60 ccm 


Das Eluat wurde tiber ‘Nacht dialysiert und auf 400 ccm 
verdiinnt. 25cem der Lisung wurden mit 12.5 com 4% Glyzero- 
phosphat, 10ccm Acetatpuffer und 2.5 ccm Wasser versetzt und 
“Ph wurde elektrisch gemessen. Die Zunahme des anorganischen 
Phosphats nach 25 Stunden ist wie folgt. 


Ph | 2.06 2.61 | 3.10 3.65 | 4.16 | 4.37 | 4.88 5.55 | 5.68 | 6.18 


Uranlésung | 0.06 | 3.46) 3.78 | 4.04 3.44 | 2.89 


(ecm) 


3.80 | 3.62 


2.60 | 1.36 


Merkwiirdigerweise wirkt das Ferment bei Ph 3-4 am besten. 
Das unbehandelte Ferment hat seine optimale Aciditiit bei Ph 
5.56, wie es in voriger Mitteilung angegeben wurde. 

Die Verschicbung der optimalen Aciditiit nach saucrer Scite 


ist ein sehr auffallendes Resultat. 
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EXPERIMENT ‘5. 


Da die Untersuchung der Adsorption an Kaolin zu einem 
interessanten Resultat gefihrt hat, wurde weiterhin das Verhalten 
des Ferments gegen Tonerde durchs Experiment untersucht. 
1 gr Takadiastase wurde in 30cem Wasser gelést und mit 10 ccm 
Acetatpuffer versetzt. Die Lésung wurde mit 20ccm Tonerde 
Suspension 1 Stunde bei Zimmertemperatur geschiittelt, dann 
wurde die Tonerde abzentrifugiert. 25 ccm der Adsorptionsrest~ 
lésung wurden unten als Fermentlésung gebraucht, und Ph 
wurde an dem tibrigbleibenden Teil gemessen. Schiitzung des 
Fermentgehalts in den Adsorptionsrestlésungen wurde bei 
annadhernd Ph 5.6 ausgefithrt. 


TABELLE II. 
I II Til IV Vv vi VII 
Takadiastase iver |p ter lgr | lgr 1 gr Isoreiadtor 
g N/2 Essigsiure ~ 8.4cem] 6.8cem| 6.3cem]| 3:3cem} 1.3cem] 0.6cem 
3 N/2 Acetat — | 1.6ccem| 3.2ccm] 3.7ccm] 6.7ccm} 8 7ccm| 9.4ccm 
9 | N/10 HCl 4.8cem| — — _— — — — 
% | N/10 Glykokoll | 5.2ccm]| — a == = = 
3 N. HCl lecm| — — — — _ — 

3 Wasser 19 ccm | 20 ccm | 20 ccm} 20 ccm } 20 ccm] 20 cem | 20 cem 
a poreres ae 20 ccm | 20 ccm | 20 cem | 20 cem | 20 ccm | 20 ecm | 20 com 
Ph 3.54 4.40 4.63 4.72 9.18 62.1 |6.94 

Pei ea 50 com | 50 cem | 50 ccm | 50 cem | 50 cem | 50 ecm | 50cem 

Sy N/2 Essigsdéure | 7.7ccm] 7.7ccm| 7.7ccm| 7.7ccm] 7.7ecm| 7.7¢ccm}| 7.7¢com 

5S N/2 Acetat 12.3ecm|12.3cem|12.3ccem|12.3ccm}12.3cem)12.3ccm|12.3eem 
ee N. NaOH 0.2cem|1.35ccm)0.92ccm|0.83cem] 0.2ccm}| — — 

§ a ING Essigsdure _— — _— — _ 0.5ecm|0.45¢eem 

a 3 Wasser 4.8ccm|3.65cem/4.08ccm|4.17cem} 4.8ccm| 4.5ccm|4.55¢cm 

a ee 25 ecm | 25 cem | 25 cem | 25 cem | 25 com | 25cem |25 ecem 
& h 5.51 5.53 | 5.55 | 5.50 | 5.50 15.53 

1 Stunde 1.40ccm)0.67cem|0.64ccm|0.54cem|0.77ccem|1.49cem!1.99¢eem 

23 Stunden 2.90ecm|1.55¢ecm!1.37ccm|1.33cem]1.70cem|2.90eem'3.37¢cem 

4 Stunden 3.42ccm|2.17¢cm|1.86ccm|1.89ecm|2.29ccm|3.44ccm'3.95cem 
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Glyzerophosphatase wird an Tonrede bei Ph 4.7 maximal 
adsorbiert, aber im Vergleich mit dem Fall bei Kaolin ist die 
Adsorption weit unvollstindiger. Ubrigens habe ich bestiitigt, 
dass das Ferment bei Ph 6.94 fast nicht adsorbiert wird. Wenn 
die Fermentlésung nach Kaolinbehandlung wie in vorigem 
Experiment eine ausgesprochene Veriinderung des Verhaltens 
gegen die Wasserstoffzahl erfahren hat, lieet am niichsten, die 
Wirkung nach Tonerdebehandlung zu untersuchen. 

Die Fermentlésung wurde wie folgt dargestellt. 2 gr Taka- 
diastase, 20 ccm Puffer (Essigsiiure 1.2 com+ Acetat 18.8 ecm), 40 
ccm Wasser und 40 ccm Tonerdesuspension wurden 1 Stunde bei 
Zimmertemperatur geschiittelt. Die Tonerde wurde dann abzen- 
trifugiert und die Lésung auf 200 ccm verdiinnt. 25c¢cm der 
Lésung wurden bei jedem Versuch als Fermentlésung gebraucht 
und die Zunahme des anorganischen Phosphats wurde nach 23 
Stunden gemessen. 


TABELLE 
4% Glyzerophosphat 12.5 ccm 
Puffer 10 ccm 
Wasser 2.5 ccm 
Fermentlésung 25 cem 
Ph | 3.2 | 416 |4.99 | 5.58 | 7.46 
23 St. |4.16 cem|4.19 ccm]4.01 cem)3.31 ccm)0.05 com 


Dieses Experiment zeigt, dass das Ferment auch beim 
Tonerdeverfahren seine optimale Aciditiit von Ph 5.56 nach Ph 
3-4 veraindert und dass das Ferment, wohl bei Ph 7 an Tonerde 
nicht adsorbiert, aber doch einer noch unbekannten Substanz, 
die ich hier vorliufig X-Substanz nennen méchte, beraubt wird, 
deren Vorhandensein die Glyzerophosphatasenwirkung bei Ph 
5.56 besser als bei Ph 3-4 sich entfalten lassen wiirde. Diese 
Annahme wurde durch folgendes Experiment bestiatigt. 


EXPERIMENT 6. 


Wir fanden schon, dass das Ferment an Kaolin bei Ph 4.1 
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volistindig adsorbiert wird. Die Adsorptionsrestlésung soll die 
X-Substanz enthalten. Diese Lésung wurde mit der Ferment- 
lésung nach dem Tonerdeverfahren in gleicher Menge gemischt 
und die Wirkung der Mischung wurde bei verschiedenen Ph 
untersucht. Darstellung der Lésung ist wie folgt. 
A) Lésung der X-Substanz 
Puffer N/2 Essigsiiure 17 ccm 


4 + 9 
Bue sos ¥ ©! 4 Stunde geschittelt 
Mepccare oie und dann filtriert 
Wasser 80 ccm ; 
Kaolin 10 er 


B) Fermentlésung 
Puffer N/2 Essigsiure 1.2 ccm 


N/2 Acetat 18.8 com 1 Stunde geschiittelt 


Takadiastase 2 gr 
rlert. 
Wasser AVE eEe und dann filtrier 
_ Tonerdesuspension 40 ccm 


Gleiche Teile der A und B Lésung wurden gemischt und 
25 ce davon wurden bei jedem Versuch gebraucht. Die Zunahme 
des anorganischen Phosphats wurde nach 23 Stunden mit Uran- 
lésung gemessen. 


TABELLE 
4% Glyzerophosphat 12.5ccm 
Puffer 10.0 cem 
Wasser 2.5 com 
Fermentlosung 25.0 com 
Ph 4.5 4.59 5.34 5.52 5.93 6.22 
23 St. |1.18 cem]1.41 ecm,)2.80 ecm|3.20 cem|2.66 cem!}1.55 eem 


Die durch das Tonerdeverfahren bekommene Fermentlésung 
wirkt nach Zusatz der X-Substanz wieder optimal bei Ph 5.5- 
5.6 wie unbehandeltes Ferment. 


EXPERIMENT 7. 


Die X-Substanz wird also bei Ph 4.1 an Kaolin nicht, aber 
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bei Ph 7 an Tonerde adsorbiert. Das Verhalten gegen héhere 
Temperatur wurde dann untersucht. 2/’gr Takadiastase wurden 
in 100 cc Wasser gelést und eine Stunde auf 100°C im Wasserbad 
erhitzt und dann filtriert. Diese Lésung wurde mit gleichem 
Volum der Fermentlésung, die wie B) in vorigem Experiment 
bereitet wurde, gemischt. 25ccm der Mischung wurden bei jedem 
Versuch gebraucht. Die Versuchsanordnung ist wie in Experi- 


ment 6. 
TABELLE 


Ph 4.43 5.58 Ue 


23 St. |0.75 cem/2.28 cem}0.28 cem 


Hier wirkt das Ferment besser bei Ph 5.6 als bei Ph 4.4, 
und die Wirkung der X-Substanz wird nach Erhitzung noch 
beibehalten. 


EXPERIMENT 8. 


Wenn die A) Liésung des Experiments 6 auf dem Wasserbad 
konzentriert, im Tiegel bis zu vélliger Weisse verascht wird 
(aus 35 ccm 0.0796 gr Asche) und die Asche mit Wasser auf ihr 
urspriingliches Volum gelést wird, geht die Wirkung der 
X-Substanz ganz verloren. 

Gleiche Teile der Liésung der Asche und B) Lésung des 
Experiments 6 wurden gemischt und als Fermentlésung ge- 
braucht. Versuchsanordnung ist wie folgt. 


TABELLE 
4% Glyzerophosphat 12.5 ccm 
Puffer 10 ccm 
Wasser 15 cem 
Fermentloésung 12.5 ccm 


Ph 4.43 5.58 6.98 


21 St. |3.08 ccm]2.16 cem)0.03 ccm 


Der [influss der X-Substanz kann nicht beobachet werden, 
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und das Ferment wirkt bei Ph 4.34 weit besser als bei Ph 
50D. 


EXPERIMENT Q. 


Wir haben gesehen, dass die Kaolinadsorptionsrestlésung 
die X-Substanz enthilt. A) Lésung des Experiments 6 wurde 
in Kollodiumsack gegen destilliertes Wasser tiber Nacht dialy- 
siert und mit gleichem Volum der Fermentlésung B) wie bei 
den Experimenten 6 und 7 gemischt. Versuchsanordnung ist 
dieselbe wie bei Experiment 8. 


TABELLE 
Ph 1434 |5.55 | 7.37 
25 St. [3.10 cem/2.11 cem|0.03 eem 


Dieses Ergebnis zeigt, dass die X-Substanz die Kollodium- 
membran durchpassiert. Dieses Resultat war unerwartet. 

Es muss darum das unbehandelte Ferment durch einfache 
Dialyse von der X-Substanz befreit werden. 

2 gr Takadiastase wurden in 100 ccm Wasser geldst, in 
Kollodiumsack tiber Nacht dialysiert und auf 200 ccm verdiinnt. 


TABELLE 
4% Glyzerophosphat 12.5 ccm 
Puffer 10 ccm 
Wasser 2.5 ccm 
Dialysat 25 ccm 
Ph 4.15 5.67 7.36 
2 St. |4.17 cem|3.75 ecm}0.65 cem 


Einfach dialysierte Fermentlésung wirkt besser bei Ph 4.15 
als bei Ph 5.67, 

Es ist mit dann gelungen,, die Glyzerophosphatase entweder 
durch das Kaolin oder Tonerdeverfahren oder durch einfache 
Dialyse von der X-Substanz zu befreien. 

Aber da ich bei nachherigen Experimenten erfahren habe, 
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dass die letzte Methode, einfache Dialyse der Fermentlésung, 
manchmal nicht hinreichend ist, die Abtrennung der X-Substanz 
zu vollziehen, habe ich als sichere Methode das Tonerdever- 
fahren oder noch lieber das Kaolinverfahren aufgenommen. 
Die erstere Methode bedarf nicht unbedingt der Dialyse der 
Adsorptionsrestlisung, dagegen muss bei der letzteren das Eluat 
durch Dialyse von Glyzerophosphat und daraus abgespaltetem 
anorganischem Phosphat befreit werden. Aber da diese Methode 
eine reinere Lésung, aus N-Gehalt berechnet, geboten hat, wurde 
sie der Tonerdemethode vorgezogen, als eine genaue quantative 
Untersuchung nétig war. 


EXPERIMENT 10. 


In diesem Experiment wurde betiitigt, dass die X-Substanz 
durch Bleiacetat gefillt wird. 300ccm 2% iger Lésung von Taka- 
diastase wurden eine Stunde im Wasserbad erhitzt und filtriert. 
Die Lésung wurde mit Bleiacetat versetzt, Niederschlag und 
Filtrat wurden gesondert mit Schwefelwasserstoff entbleit und 
mittels Durchleiten von Kohlensiure vom Schwefelwasserstoff 
befreit. Damit bekam ich je 300 cem der Lésung aus dem Blei- 
niederschlag und seinem Filtrat. Die Lésung aus dem Filtrat 
enthielt keine X-Substanz. Die Lésung aus dem Bleiniederschlag 
wurde mit gleichem Volum der Fermentlésung, dieselbe wie 
Experiment 6, gemischt und 25ccm davon wurden bei jedem 
Versuch gebraucht. 


TABELLE 


Fermentlésung 25.0 cem 25.0 ecm 29.0 ccm 
. 1 95 ee 
4% Glyzerophosphat 12.5 ecm 12.5 ecm 225 (comn 
Essigsiiure 12.0 cem 5.7 eem 0.2 cem 
Puffer 2 
aa Acctat 0.0 ccm 6.3 cem 9.8 ecm 
Wasser 0.5 ecm 2.5 ccm 2.5 ecm 
Ph 4.27 5.60 6.58 
Uranldsung nach 4“ 
24 Stunden 1.03 cem 2 6S ecm 0.9+4ecm 
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Die X-Substanz wird also durch Bleisalz gefallt. 

Ich habe schon einige Eigenschaften der X-Substanz auf- 
gefunden, aber ob sie eine einheitliche Substanz ist, ist noch 
nicht bekannt. Von ihrer weiteren Uutersuchung wurde jetzt 
abgeschen und das folgende, weit interessantere Experiment 
unternommen. 


EXPERIMENT 11. 


Bei den vorangehenden Experimenten wurde gesehen, dass 
die Glyzerophosphatase nach dem Kaolinverfahren ihr Optimum 
in weit saurerer Reaktion als vor dem Verfahren hat, und dass 
der Zusatz der X-Substanz das Optimum wieder zu der 
urspriinglichen Aciditét zuriickbringt. 

Der Wirkungsmechanismus der X-Substanz auf das Fer- 
ment wird durch den Vergleich der Ph-Aktivitéitskurve unter- 
sucht werden, einmal, wenn sie vorhanden ist, das andere Mal, 
wenn sie fehlt. 

X-Substanz-freie Fermentlésung wurde durch Kaolin- 
verfahren bereitet. Die Methode ist prinzipiell dieselbe wie 
bei Experiment 4. 10 er Takadiastase, 50ccm Puffer (42.8 ccm 
Essigsiiure+ 7.2 ccm Acetat), 200ccem Wasser und 50 gr Kaolin 
wurden 1 Stunde geschiittelt und filtriert. Das ganze Kaolin- 
adsorbat wurde dann mit dem Gemische von 200cem 2% 
Glyzerophosphat und 50ccm Puffer (Essigsiure 17.4 cc+ Acetat 
32.6 cc) 3 Stunden bei 37°C gelassen, filtriert und im Kollodium- 
sack 2 Tage durch destilliertes Wasser dialysiert. Der Inhalt 
wurde dann auf 500cem mit Wasser verdiinnt. Die Lésung 
entspricht einer 2% igen Lésung des. unbehandelten Ferment- 
praparats. Die X-Substanz wurde wie bei Experiment 10 aus 
5 gr Takadiastase bereitet und die von Schwefelwasserstoff 
befreite Lésung wurde auf 250 cem verdiinnt. 

Versuch mit der X-Substanz-freien Fermentlésung wurde 
wie folgt ausgefiihrt. 


4% Glyzerophosphat 25 cem 
Puffer 20 ccm 
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Wasser 30 ccm 
Fermentlésung 25 com 


Versuch mit der X-Substanz-haltigen Fermentlésung wurde 
wie folgt ausgefiihrt. 


4% Glyzerophosphat 25 ccm 


Puffer 20 cem 
Wasser 5cem 
Loésung der X-Substanz 25 ccm 
Fermentl6sung 25 ecm 


In beiden Versuchen ist die Konzentration des Ferments 
gleich. 


Versuch mit X-Substanz. 


ge 2.66 | 416 | 485 | 5.54 | 5.95 | 608 | 6.58 
el 


% St. |0.10 cem|0.32 ccm]0.70 cem}1.06 ccm|0.91 cem)0.84 ecm|0.43 ecm. 


1 St. |0.80 eccm)0.56 ccm}1.20 cem}1.70 cem!1.46 eem]1.37 eem]|0.76 cem 
2 St. |0.6leem) — 1.92 cem|2.77 cem|2.22 cem|2.02 cem}1.12 eem 


4 St. |1.00 cem}1.20 cem|2.74 ccm|3.70 cem|3.16 cem}2.82 cem!|1.67 eem 


relative 1S. 172% Seb Si6 100 | 765 | 689 | 29.8 
Aiaviss |t* 


Versuch ohne X-Substanz. 


Ph | > ies 29 
oe 2.78 | 4.00 444 | 4.82 | 5.51 6.33 6.91 
3 St. 0.94 eem]1.18 cem!/1.50 cem}1.20 cem}0.74 cem)0.20 cem}|0.05 eem 
1 St. $1.70 cem!2.07 cem|2.54 ccm)2.10 eem|1.43 ccm|0.40 cem}0.C6 cem 
2 St. 2.98 cem|3.26 cem!|3.66 ecm|3.30 cem!|2.60 cem|0.82 cem|0.06 cem 
4 St. 3.86 com 4.14 ecm|3.90 ccm/3.52 cem!1.54 cem|0.07 eem 
eae 58.3 | 75.1 100 | 76.8 | 43.9 | 12.9 -- 


Diese Ergebnisse sind in Figg. 1 und 2 graphisch dargestellt. 
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In einer fritheren Mitteilung (1926) wurde bestitigt, dass 
die Konzentration des Ferments der Zeit bis zum Abbau der 
bestimmten Substratmenge umgekehrt proportional ist. Durch 
diese Regel wurde die relative Aktivitét aus den Figuren 
-gemessen. Wenn wir die relative Aktivitit auf der Ordinate 
und Ph auf der Abszisse auftragen, werden wir die Ph-Aktivi- 
tatskurve der Glyzerophosphatase ohne (A) und mit (B) 
X-Substanz bekommen. 


Bigs os 


L100 
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Ks ist auffallend, dass die Ph-Aktivitiitskurven die schmalen 
Maximumzonen zeigen und die Schenkel aus fast geraden Linien 
bestehen. An der Tabelle dieses Experiments sieht man, dass 
das Ferment ebenso mit als auch ohne X-Substanz, bei Ph 5.5 
die fast gleiche enzymatische Wirkung austibt. Nur an der 
noch sauereren Seite nimmt die enzymatische Kraft bei Vor- 
handensein der X-Substanz allmihlich ab, dagegen ohne 
X-Substanz noch zu, was ein sehr merkwiirdiges Ergebnis ist. 
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Wir kénnen darum rational die Hohe der B-Kurve herabsetzen, 
sodass die rechten Schenkel dieser Kurve auf dem entsprechenden 
Schenkel der A-Kurve liegen. So bekommen wir die C-Kurve. 
Der Verlauf der A- und C-Kurve hat mit dem Dissoziations- 
zustand der Glyzerophosphorsdiure gar nichts zu tun, weil die 
zweite Dissoziationskonstante dieser Siure als Pk 6.11 ermittelt 
wurde (Kobayashi, 1926). Der rechte Schenkel der A-Kurve 
und der darauf liegende Teil der C-Kurve muss also durch 
die elektrochemische Natur des Ferments bedingt sein. Wenn 
der linke Schenkel der C-Kurve verlingert wird, bekommt man 
die D-Linie. Diese Linie und der linke Schenkel der A-Kurve 
sollen von gleicher Natur sein und méglicherweise mit der 
electrochemischen Natur des Ferments selbst oder der des an 
die Bestindigkeit des Ferments innig gebundenen Begleitstoffes 
in Zusammenhang stehen. Ich habe anderseits durch die 
Kataphorese der Glyzerophosphatase gefunden, dass dieses 
Ferment im allgemeinen von der Natur einer Sdure ist, aber 
auch dass bei Anwesenheit der X-Substanz in stark saurer Reak- 
tion eine Eigenschaft wie eine Base zu Tage kommt. Diese-r 
Versuch wird in niichster Mitteilung verdéffentlicht werdem. 

Solang die Eigenschaften des Ferments selbst und des mit 
ihm dicht verbundenen Begleitstoffes nicht getrennt werden 
kénnen, mag die basische Natur, die das Ferment bei Zusatz 
von X-Substanz in stark saurer Reaktion zeigt, vorliufig als die 
des Ferments betrachtet werden. 

Durch diese Annahme kann die Ph-Aktivititskurve wie 
folgt erklirt werden. Der rechte Schenkel der A- und C-Kurve 
gehort zu der Dissoziationsrestkurve der Glyzerophosphatase als 
Sdure und der linke Schenkel der A-Kurve sowie die D-Linie 
sind die Dissoziationsrestkurve des Ferments als Base. Die 
Wirkung der X-Substanz ist auf die Dissoziation des Ferments 
als Base beschrinkt, und die Disgoziation als Siure bleibt dabei 
intakt. Die Dissoziationskonstante als Base wird bei Anwesen- 
heit der X-Substanz stark vergréssert und dadurch wird die 
Lage des linken Schenkels der A-Kurve zu O-Linie verschoben. 
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In diesem Experiment tibt das X-Substanz-freie Ferment 
bei Ph 4.44 die optimale Wirkung aus. Man sieht aber aus 
den vorigen Experimenten, dass das Ferment bei Ph 3-4 opti- 
, male Aciditiét hat. Eine sehr kleine Menge der zuriickbleibenden 
X-Substanz mag doch diese Differenz verursacht haben. Die 
oben gezeichnete A-Kurve zeigt noch einen spitzigen Gipfel und 
der Verlauf des rechten Schenkels dieser Kurve deutet noch an, 
dass dieser Schenkel noch nicht die ganze Kurve des Dissozia- 
tionsrestgrades ist, die durch weitere Versuche als mehr typisch 
verlaufend gefunden wiirde. 


EXPERIMENT 12. 


Die oben erwaéhnte Annahme fihrt dann also zu der Frage, 
ob die Verschiebung der Basendissoziationsrestkurve nach rechts 
von dem Gehalt an X-Substanz abhingig sei. Wenn dies 
richtig ist, muss die optimale Aciditaét, die durch den Kreu- 
zungspunkt der beiden Kurven bedingt wird, je nach der Menge 
der X-Substanz veriindert werden kénnen. Das ist ja nun auch 
der Fall. 

In vorigem Experiment. wurden die Fermentlésung und 
die X-Substanz aus der gleichen Menge des Handelspraparats 
dargestellt und auf gleiches Volum verdiinnt. In vorliegendem 
Experiment wurde die Lésung der X-Substanz mit Wasser auf 
das doppelte verdiinnt. Diese Lésung wurde mit gleichem 
Volum der Fermentlésung gemischt und die Wirkung wurde 


untersucht. 
Versuchsanordnung ist dieselbe wie bei Experiment 11. 


TABELLE 
4% Glyzerophosphat 25 ccm 
Puffer £0 ecem 
Wasser 5cem 


Fermentlosung 50 ccm 


bo 
bo 
bo 
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Ph 4.41 4.78 5.50 
3 St. 0.73 cem 0.87 ccm 0.74 com. 
1 St. 1.26 cem 1.61 ccm 1.35 cem 
2 St. 2.25 ccm 2.59 cem 2.35 cem 
4 St. 3.22 com 3.61 ccm 3.32 com 


Durch Halbierung der Menge der X-Substanz verschiebt 


sich die optimale Aciditit nicht mehr so weit wie bis Ph 5.56, 
sondern bleibt zwischen dieser Aciditét und Ph 4.4 und bei 
Ph 4.78 konnte eine bessere Wirkung als bei Ph 4.4 und 5.5 
beobachtet werden. Meine Annahme wurde damit sichergestellt. 


1) 


2) 


4) 


oO 


6) 


7) 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Glyzerophosphatase wird an Kaolin bei Ph 4.1 vollstindig 
adsorbiert. An Tonerde wird sie bei Ph 4.7 maximal, aber 
bei Ph 7 fast gar nicht adsorbiert. 

Die an Kaolin adsorbierte Glyserophosphatase wird durch 
Substrat bei Ph 5.6 fast quantitativ eluiert. 

Die optimale Aciditiit des Ferments wurde als Ph 5.56 in der 
vorigen Mitteilung angegeben. Dies ist dadurch verursacht, 
dass dem Ferment eine unbekannte Substanz beigemengt 
war. Diese Substanz wird vorliufig X-Substanz genannt. 
Die X-Substanz wird an Tonerde bei Ph 7, aber nicht an 
Kaolin bei Ph 4.1 adsorbiert. Sie geht durch die Kollo- 
diummembran und kann mit Bleiacetat gefallt werden. 
Thre Wirkung wird nach Erhitzen auf 100°C wohl erhalten, 
aber nicht, wenn sie verascht wird. 

Glyzerophosphatase kann durch Adsorption an Kaolin und 
darauffolgende Elution von der X-Substanz befreit werden. 
Auch Schiitteln mit Tonerdesuspension bei Ph 7 nimmt die 
X-Substanz weg. 

Die X-Substanz-freie Glyzerophosphatase wirkt optimal bei 
Ph 3-4. Bei Zusatz der X-Substanz wird die optimale 
Aciditaét wieder Ph 5.6. 

Die Ph-Aktivitétskurve der X-Substanzfreien Glyzerophos- 


8) 
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phatase wurde ermittelt und mit der Kurve der X-Substanz- 
haltigen verglichen. 
Die Glyzerophosphatase verhilt sich wie eine Ampholyte 


_ mit ausgeprigter Siurenatur. Die Wirkung der X-Substanz 


ist auf die Basendissoziation des Ferments beschrankt, und 
zwar wird die Dissoziationskonstante als Base durch die 
X-Substanz vergréssert. 
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EIN BEITRAG ZUR KENNTNIS DER 
HARNSAUREBILDUNG. 


Von 
GYOTARO NAITO und TOKIO NISHIOKA. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der medizinischen Akademie zu 
Osaka. Vorstand: Prof. Dr. S. Nagasaki.) 


(Hingegangen am 23. September 1927.) 


Durch zahlreiche Arbeiten ist es bereits festgestellt, dass 
sowohl Nuklein wie Purinbasen, in den Tierkérper eingefihrt, 
innerhalb desselben grossenteils in MHarnsiure tibergehen. 
(Wiener, 1902) 

Ebenfalls kann ein Teil der Harnsiure bei Végeln auch 
aus Xanthinbasen entstehen. Die Hauptmenge der Harnsiure 
wird aber bei diesen bekanntlich durch eine Synthese gebildet. 
So verursacht die Zufuhr von Ammoniumsalzen bei Végeln 
die Harnsdéurevermehrung, und in derselben Weise wirkt auch 
der Harnstoff, was fiir eine Beteiligung beider Stoffe an der 
Harnsiurebildung spricht (Mach, 1888.) 

Den direkten Beweis fiir Harnsiéuresynthese aus diesen 
Stoffen in der Vogelleber haben Kowalesky und Salaskin 
erst mittels Durchblutungsversuch an der tiberlebenden Ganseleber 
geliefert. Als das Material, woraus die Harnsiure dabei ent- 
stehen kann, bezeichnen sie ferner Ammoniumlaktat, Amino- 
siuren, wie z. B. Leuzin, Glykokoll und Asparaginsiure. 

Die Harnsiiurebildung aus der Milchsiure und dem Am- 
moniak im Vogelorganismus wurde spiter in anderer Weise 
bewiesen, nimlich mit Harnstoff durch Zufuhr von Milchsiure 
oder anstatt der letzteren von anderen stickstofffreien Substanzen, 
wie Oxy-Keton-und zweibasischen Sauren alyphatischer Keihe. 
Am wirksamsten als Harnsiurebildner erwiesen sich dabei 
zweibasische Sdéuren mit einer Kette von 3 Kohlenstoffatomen 


oder deren Ureide. 
Ob und inwieweit dieser synthetische Aufbau von Harn- 
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siiure aus den oben erwiihnten einfacheren Verbindungen im 
Organismus des Menschen und der Siugetiere vorkommt, lasst 
sich noch nicht sicher sagen. Nach den Untersuchungen von 
Izar und Wiener ist doch diese synthetische Harnsiurebildung 
auch bei ihnen wahrscheinlich. Demgegentiber konnte W. Pfeif- 
fer aber nach Verfitierung von Malonamid, Tartronamid und 
und anderen Substanzen an Afien und Menschen keine erkenn- 
bar vermehrte Harnsiureausscheidung beobachten, und er fand 
dadurch eine Harnsiuresynthese bei Siugetieren und Menschen 
sehr zweifelhaft. Auch Burian erhob Einwand gegen eine 
solche Synthese in der Siugetierleber. 

Auffallend bleibt freilich das gegensiitzliche Verhalten der 
Leber der Pflanzenfresser zu derselben der Fleischfresser in Bezug 
auf die Harnsiure, und es dringt sich einem die Vermutung auf, 
ob wirklich eine so absolute Differenz zwischen gleichen Or- 
ganen verschiedener Séiugetierklassen vorhanden ist, oder ob 
nicht vielmehr in jeder Saugetierleber gleichzeitig zwei Prozesse, 
die Harnsiuresynthese und die Harnsdiurezersetzung, vor sich 
gehen, nur in der Weise, daB bei der einen Tierklasse der 
eine, bei der anderen der andere Vorgang iiberwiegt. 

Nach Wiener’s Angabe scheint es uns doch nicht undenk- 
bar, da ein solcher Unterschied in der Harnsiurebildung bei 
Végeln und Saugetieren kein prinzipieller, sondern nur ein 
gradueller ist, sodass zweifache Modi der Harnsdurebildung 
auch bei Séugetieren nebeneinander vorhanden sind, wenn auch 
der synthetische bei diesen im Gegensatz zu Végeln hinter dem 
oxydativen zuriickstande. 

Auf Grund dieser Meinung stellen wir bei Sdugetieren mit 
einfach zusammengesetzten Substanzen, wie Harnstotf, eine 
Reihe von vorliegenden Fiitterungsversuchen an. 

Um die auf synthetischem Wege stattfindende Harnsiure- 
bildung in die Erscheinung treten zu lassen, ist es wohl zweck- 
missig, den Organismus eines Saugetieres mit den unmittel- 
baren Vorstufen der Harnsiure zu tiberschwemmen und eine 
Beschleunigung der Synthese zu bewirken. So wird ein Bruch- 
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teil der gebildeten Harnsiure vielleicht der weiteren Zersetzung 
entgehen und im Harne erscheinen. 

Die Versuche wurden soweit wie méglich an tiglich relativ 
regelmissig lebenden Frauen durchgefithrt. Es wurde der 
Tierversuch aber darum nicht versiiumt, weil beztiglich des 
Purinstoffwechsels ein wesentlicher Unterschied zwischen den 
einzelnen Tiergattungen besteht, welcher es verbietet, an einer 
Spezies gewonnene Ergebnisse zu verailgemeinern. 

Die Untersuchungen, welche wir zu diesem Zwecke im 
hiesigen pharmakologischen Institute vorgenommen haben, sind 
zwar noch nicht abgeschlossen, doch glauben wir, einige Ver- 
suchsergebnisse hier mitteilen zu dtrfen. 


V ERSUCHSANORDNUNG. 


Die Ausscheidungsmenge der Harnsiiure ist bei gleichge- 
nahrten Individuen ziemlich konstant, indem ihre Ausscheidung 
nach dem Versuche von Lowsi und Camerer lediglich von der 
Zusammensetzung der Nahrung abhingt. Dasselbe geht auch 
aus Kikuchi’s Versuchen hervor, wobei er Versuchspersonen 
nur purinarme Kost gegeben hat. 

Um den Einfluss des Purins in der Nahrung auf die Aus- 
scheidung der Harnsiure méglichst auszuschliessen und einen 
moéglichst klaren Ausschlag beim Versuche zu erzielen, be- 
dienten wir uns der Menschen zur Untersuchung. 

Die Versuchspersonen wurden auf eine bestimmte Diat 
vesetzt, die dazu geeignet ist, die Harnsiureausscheidung soweit 
als méglich herabzudriicken. Sie erhielten tiglich: 

Polierten Reis, Hithnerei, Milch, Brot, Kartoffel, Sojasause 
und andere purinarme Kost. 


VERSUCHSMATERIAL. 


Als Versuchsmaterial benutzten wir zuerst Harnstoff. Be- 
stimmte Mengen davon wurden, in warmen Wasser gelést oder 
in Gelatine-Oblate eingehiillt, bald auf einmal, bald in 2-3mal 
geteilt elngenommen. 
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METHODIK. 


Der Tagesharn wurde immer vom morgens 6 bis wieder 6 
Uhr des folgenden Tages, vor jeder Faulnis geschiitzt, gesammelt. 

Die gesamten Purinbasen und die Harnsaiure wurden nach 
Salkowski, Harnstoff und Ammoniak nach van Slyke-Cultan 
quantitativ bestimmt. 


Versuch . 1. 


Ein Mann von 69kg Gewicht, der 9 Tage lang grossenteils 
gleiche Nahrung (Reis, Hithnerei, Kuhmilch u. s. w.) einnahm, 
erhielt um 9 Uhr vormittagsam 1. und 2. April jedesmal 25g 
Harnstoff in warmen Wasser gelést. 


Der Verlauf der Harnsiureausscheidung ist aus folgender 
Tabelle ersichtlich. 


TABELLE I. 
Harn- | Harn- | Am- | Harn- | Purin- 
Datum| menge | stoff |moniak| sdure | basen | Aufgenommene Nahrung 
in cc in g in g in g in'g 


26/11]; 1250 18,75 0,84 0,25 0,059 | Reis 1000g Makaroni we- 
nig Eier 10 


oF 1490 32,6 1,63 0,15 0,023 | Reis 1000g Rettig wenig 
Eier 6 Misosuppe 100 cc 

28 1100 17,8 0,93 0,371 0,03 Reis 1000g¢ Makaroni we- 
nig Hier 8 

29 1520 24,0 0,64 0,24 0,054 | Reis:4000 g Kartoffel 100g 
Eier 6 

30 1100 17,8 0,92 0,229 | 0,025 | Reis 1000g Ejer 6 Bohnen- 
quark 100¢ 

31 1820 | 19,3 | 0,81 | 0,242 | 0,086 | Reis 1000g Misosuppe 100 


ce Eier 8 Rettig wenig 


*1/IV | 1680 47,2 1,22 0,496 | 0,046 | Reis 1000 g Harnstoff 25 ¢ 
Eier 8 Kartoffel 50¢ 


m2 1670 50,0 1,16 0,448 | 0,045 | Reis 1000g Eier 10 Harn- 
stofE 25g Rettig wenig 
3 1000 28,2 0,96 0,337 | 0,045 | Reis 1000 g Kier 6 Rettig 


wenig 


—— eee eee 
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Versuch “2. 


Eine 46,5 kg schwere Frau genoss 9 Tage lang fast dieselbe 
abgewogene Kost. Sie nahm um 8 Uhr vormittags am 13. 
und 14. April je 10g Harnstoff in Gelatine-Oblate auf einmal 
ein. 

Die folgende Tabelle gibt die Zahlen fir 24 stiindige Urin- 
ausscheidung an. 


TABELLE II. 


Harn- | Harn- Am- Harn- | Purin- 


Datum | menge | stoff |moniak| saure | basen | Aufgenommene Nahrung 
in cc in g in g In g in g 


8/IV 780 15,2 0,53 0,222 | 0,057 | Reis 350g Brot 1/2 Pfund 
Milch 170 ccm 


9 630 | 13,5 | 0,55 | 0,150 | 0,021 | desgleichen 
10 650 15,2 0,52 0,156 | 0,035 | Reis 350g Brot 1/2 Pfund 
Hier 2 Rettig wenig 
11 520 | 13,7 | 0,54 | 0,125 | 0,018 | Reis 350g Brot 1/2 Pfund 
Eier 2 
12 520 14,3 0,44 0,052 ; 0,023 | Reis 350g Brot 1/2 Pfund 
Eier 2 Kartoffel 50g 
cle 630 19,8 0,59 0,115 0,019 | desgleichen und Harnstoff 
10g 
*14 870 50.0 0,88 0,270 | 0,027 | Reis 350g Brot 1/2 Pfund 


Eier 2 Makaroni wenig 
Harnstof 10¢ 


15 560 9,7 0,62 0,090 | 0,018 | Reis 350g Brot 1/2 Pfund 
Hier 2 Rettig wenig 


Versuch 8. 


Ein Friulein von 45kg Kérpergewicht erhielt um 8 Uhr 
vormittags am 13. und 14. April jedesmal 10g Harnstoff, wie 
bei dem vorstehenden Versuch. 
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TABELLE III. 


Harn- | Harn- | Am- Harn- | Purin- 
Datum | menge | stoff |moniak|] sdure | basen | Aufgenommene Nahrung 
in ce in g in g in g in g 


8/IV. 950 11,15 | 0,630 | 0,194 | 0,029 | Reis 300g Milch 170cc 
Eier 2 Brot 1/2 Pfund 


9/IV | 1030 | 14,68 | 0.740 | 0,233 | 0,037 | desgleichen 
10/IV | 700 | 13,80 | 0,569 | 0,196 | 0,029 | desgleichen 


11/IV 650 12,85 | 0,585 | 0,139 | 0.022 | Reis 350g Milch 170cc 
Hier 2 Brot 1/2 Pfund 


12/TV | 1070 12,20 | 0,658 | 0,163 | 0,032 | desgleichen 


*13/IV | 840 | 23,70 | 0,857 | 0,241 | 0,029 | Reis 300g Milch 170cc 

Kartuffel 50g Hier 2 

Brot 1/2 Pfund Harn- 

stoff 10¢ 

*14/IV | 1120 | 24,50 | 0,762 | 0,250 | 0,022 | desgleichen und Harnstoff 
] 10¢g 


15/IV 970 17,00 0,740 0,232 0,022 | Reis 350g Milch 170ccm 
» Eier 2 Brot 1/2 Pfund 


16/IV 725 14,08 | 0,622 | 0,172 | 0,015 | Reis 350¢ Mileh 170ccm 
Brot 1/2 Pfund Rettig 
wenig Eier 2 


Versuch 4. 


Eine 45,5kg schwere Frau, welche 10 Tage lang fast 
gleiche purinarme Kost genoss, erhielt am 30. April um 7 
Ubr vormittags und wieder um 1 Uhr nachmittags je 10¢ 
Harnstoff und am 4. Mai von 7 Uhr vormittags’ bis 7 Uhr 
nachmittags 6 stiindlich 8,1/3¢ (im ganzen 25¢) Harnstoff in 
Gelatineoblate. 

Die Resultate des Versuches findet man in der folgenden 
Tabelle. 
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TABELLE IV. 
Harn- | Harn- | Am- | Harn- | Purin- 
Datum | menge | stoff |moniak! sdéure | basen Aufgenommene Nahrung 
in cc in g in g in g in g 
26/1V 90) 11,97 0,78 0,259 | 0,033 | Reis 350g Brot 1/2 Pfund 
Milch 200cem Eier 2 
Rettig wenig 
27/IV | 1090 15,70 0,73 0,295 | 0,054 | desgleichen und Misosuppe 
100 cem 
28/1 V 1040 14,40 0,61 0,200 | 0,043 | desgleichen und Kartoffel 
wenig 
29/1V 759 13,50 0,47 0,083 | 0,026 | desgleichen 
*S0/1V | 1420 | 30,30 | 0,50 | 0,318 | 0,081 | desgleichen und Harnstoff 
20 g 
1/V 1100 15,3) 0,61 0,127 | 0,086 | desgleichen und Makaroni 
wenig 
2/V 550 12,59 0,64 0,120 | 0,036 | Reis 350g Brot 1/2 Pfund 
Milch 200ccm Eier 2 
Rettig wenig 
3/V 650 18,50 | 0,57 0189 | 0,034 | desgleichen 
*4/V 1200 34,80 0,66 0,262 | 0,080 | desgleichen und Harnstoff 
29 ¢ 
SIV | 112 18,20 | 1,21 | 0,254] 0,082 | Reis 300g Brot 1/2 Pfund 
i Milch 200cem Kier 1 
Kartoffel wenig 
Versuch 6. 


Eine 40,5kg schwere Frau nahm um 9 Uhr vormittags 
am 2. Mai und am 5. des Monates je 20 g Harnstoff in mehrere 


Portionen geteilt, in Gelatine-Oblate ein. 


Die Versuchsresultate stellen sich tibersichtlich in der un- 
terstehenden Tabelle zusammen. 
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TABELLE V. 
Harn- | Harn- |} Am- | Harn- | Purin- 
Datum | menge | stoff. |moniak| séure | basen | Aufgenommene Nahrung 
ince | ing in g in g in g 
27/1V 700 10.50 | 0,24 0,187 | 0,021 | Reis 350g Kartotfel 100 g 
Milch 170cc Rettig 
wenig 
28/1 V 750 11,25 | 0,32 0,206 | 0,014 | Reis 350 g Milch 170 cem 
Brot 1/2 Pfund 
29/1V 750 8,40 | 0,23 0,108 | 0,013 | Reis 350g Bohnenquark 
100g 
30/1 V 710 10,70 | 0,438 0,196 | 0,023 | Reis 350g Brot 1/2 Pfiund 
Makaroni wenig 
WV 780 10,30 0,41 0,087 0,019 | Reis 300g Makaroni 
wenig 
*21V 650 16,60 | 0,43 0,181 | 0,021 | Reis 300g Harnstoff 10¢ 
Eier 2 Brot 1/2 Pfund 
*3/V 650 10,27 0,46 0,222 0,017 | Reis 350g Hier 8 Rettig 
wenig 
AIV 730 SFO a me Oror 0,116 | 0,009 | Reis 350g Hier 2 Kartoffel 
50g 
*5/V 1200 33,07 Pealyl 0,266 | 0,025 | Reis 350g Brot 1/2 Pfund 
Eier 2 Harnstoff 20¢ 
6/V 1000 10,53 | 0,49 0,282 | 0,020 | Reis 350g Makaroni 
wenig Hier 2 
7\v | 720 | 8,62 | 0,48 | 0,070 | 0,019 | Reis 350g Brot 1/2 Pfund 
Rettich wenig 
ScHLUSSATZE. 


Die orale Einfihrung von Harnstoff in den Organismus 
des Menschen hat eine vermehrte Ausscheidung der Harnsiiure 


zufolge. 


Die Quelle dieser vermehrten Harnsiiure kann man viel- 
leicht nicht auf eine Anregung zu Gewebszerfall, sondern auf 
eine beschleunigte Synthese zuriickfithren, weil die Zahlen fiir 
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Harnsiure sofort nach Aussetzen der Verabreichung jener Sub- 
stanzen zur Norm zuriickkehren. 

Die absolute Menge der Harnsiurp, welche zur Aus- 
scheidung gelangt, ist doch bei jedem Versuche in Anbetracht 
dér Quantitit der ‘eingefiithrten und auch zum groéBten Teile 
resorbierten Substanzen immer so gering, daB man daran 
denken muss, dai jedenfalls nur ein ganz unerheblicher Bruch- 
teil von denselben in Form der Harnsdure im Urine erscheint. 

Beriticksichtigt man aber die anderen Wege der Harnsiure- 
ausscheidung und noch dazu die Zersetzung der Siéiure im 
Organismus, so ergibt sich sehr wahrscheinlich, daB noch 
gréBere Mengen der einverleibten Substanzen in Harnsiure 
tibergefiihrt werden. 
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BEDEUTUNG DER GALLENSAUREN IM 
KOHLENHYDRATSTOFFWECHSEL. 
I. Mitteilung, 


Von 
KEIZO MISAKI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut, Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 23. S2ptember 1927.) 


Die Gallensiiuren werden in der Leber gebildet und ein Teil 
der in den Darin ergossenen Gallensiuren verlisst unverdndert 
mit dem Kot den Darm, ein anderer Teil wird teils verdndert 
(F. Rosenthal, 1927), zum gréssten Teil aber unverdndert 
von der Darmschleimhaut wieder aufgenommen, von der Leber 
abgefangen und dann aufs neue zur Gallenbildung verwendet. 
So entsteht der enterohepatische Kreislauf der Gallensiiuren, wie 
ihn zuerst Schiff (1861) erkannt und Stadelmann mit seinen 
Schiilern zuerst experimentell bewiesen hat. An dieser Tatsache 
kann auf Grund zahlreicher experimenteller und klinischer 
Untersuchungen nicht mehr gezweifelt werden. IF. Rosenthal 
(1. c.) hat Glykocholase und Taurocholase in der Leber und 
Milz gefunden, und so bedeuten die die Kuppelung der Gallen- 
siuren sprengenden Organfermente gewissermassen einen phy- 
siologischen Sparmechanismus, mit dessen Hilfe aus weitgehend 
verinderten bakteriellen Zersetzungsprodukten der Gallenséuren 
im Darm Taurin und Glykokoll iatermediair wiedergewonnen 
und dem Organismus von neuem zur Gallensiiuresynthese zur 
Verfiigung gestellt werden. Ausserdem kommt diesen Organ- 
fermenten die Bedeutung eines physiologischen Regulations- 
mechanismus der Gallensiurensekretion zu, der sowohl in 
quantitativer wie qualitativer Richtung in den Mechanismus 
der Gallensiiurenausscheidung eingreift. 

Aus diesem Grunde miissen die Gallensiuren im enterohe- 
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patischen Kreislauf in bestimmten minimalen Mengen je nach 
Bedarf vorhanden sein. «Beziiglich des Vorhandenseins der 
‘bestimmten Menge der Gallensiuren im Kreislauf steht die 
Frage noch offen. Es ist bekannt, dass der normale Blutzucker 
eine Resultante aus Zuckerzufuss ins Blut und Zuckerabfluss 
darstellt. 

Als regulierender Faktor, zunichst mit Bezug auf den 
Zufluss, muss in erster Reihe die Leber betrachtet werden, die 
je nach Bedarf gréssere oder kleinere Glykogenmengen in 
Zucker umwandelt und sie an das Blut abgibt. 

Es ist allgemein bekannt, dass die Glykogenbildung und 
der Glykogenverbrauch in der Leber durch die Hormonen, wie 
Insulin aus dem Pankreas und Adrenalin aus der Nebenniere, 
beeinflusst werden. 

Auf Grand zahlreicher experimenteller Untersuchungen 
haben Brugsch und seine Schiiler (1926) berichtet, dass das 
Insulin in der Leber beim Glykogenaufbau als Phosphatese 
wirkt. . 

Dem Adrenalin wird die Aufgabe zufallen, die Leber zum 
Abbau ihrer Glykogenbestinde zu veranlassen. 

Hs ist die allgemeine Anschauung, dass das Insulin als 
Antagonist des Nebennierenadrenalin zu gelten hat. In der 
Tat bewirkt nach Nosaka (1925) das Insulin bei der Neben- 
niere eine Verarmung an Adrenalin, wenn es in kleiner Menge 
subcutan injiciert wird. 

In welcher Weise die Gallensdiuren, die in der Leber gebildet 
und wieder tiber den Darm in die Leber resorbiert werden, 
den Kohlenhydratstoffwechsel beeinflussen, ist ganz und gar 
unbekannt. Sie mitissen auch irgendeine Aufgabe in den 
Kohienhydrathaushalt im Organismus bzw. in der Leber haben. 
Bis heute sind die Untersuchungen tiber den Einfluss der 
Gallensiuren nur auf die Amylasewirkungen angeriesen, wie 
Wohlgemuth (1909), Minami (1912), Willstatter (1923), 
Kuraya u. Takahashi (1925), Kawai (1924), ud Nagai 
(1925) berichten. Frither haben Tappeiner (41878) und 
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Croftan (1902) erklirt, dass die Gallensiuren im normalen 
Blut vorhanden sein miissen. Neuerdings haben sich auch P. 
Szilard (1926) und F. Rosenthal (1927) ihnen angeschlogsen. 
-T. Hosokawa (1926) hat bewiesen, dass die Gallensiuren in 
der Blase des Hundes resorbiert werden und in den allgemeinen 
Kreislauf gelangen, wo ihnen im Sinne der chemischen Regu- 
lation der Herztitigkeit eine physiologische Digitaliswirkung 
zukommt. 

Wenn sich dem Ausflusse der Galle in den Darm ein 
Hindernis entgegenstellt, wie ein Schleimpropfen, dickflissige 
Galle oder ein Gallenstein, der den Ductus choledochus verstopft, 
oder ein Tumor oder Druck von aussen, der ihn unwegsam 
macht, so fillen sich die Gallengiinge betrichtlich an und 
bewirken eine Anschwellung der Leber. Hierbei findet eine 
Wiederaufnahme der Galle in das Blut statt (Cholimie) und 
die Gallensiuren werden, den Organen und Geweben zugefiihrt 
und sogar aus den Nieren im Harn ausgeschieden. Daduren 
muss der Kohlenhydratstoffwechsel beeinflusst werden. 

In.soben erwaéhntem Sinne habe ich das Thema aufgenom- 
men, elnerseits um festzustellen, wie die Gallensiuren den 
Kohlenhydratstoffwechsel beeinflussen, wenn sie bei Uberschuss 
dem Blut zugefithrt werden: z.B. bei Cholimie, und welchen 
Regulationsmechanismus beim Kohlenhydratstoffwechsel im 
Organismus bzw. in der Leber die Gallensiiuren physiologisch 
darbieten, andererseits in der Hoffnung klarzustellen, warum 
eine bestimmte Menge der Gallensiiuren aus der Leber sezerniert 
werden soll. Die gekuppeltem Gallensituren werden in den 
Organen in ihre Komponente gespalten, wie F. Rosenthal, 
L. Wislieki, H. Pommernelle (1927) in der Leber und 
Milz Glykocholase und Taurocholase, R. Karasawa (1926) 
im Hoden des Schweins Glykocholase nachgewiessen haben. 
Deshalb habe ich zum Versuch nicht gekuppelte Gallensiuren: 
Cholsiure, Desoxycholsiure als Natriumsalz verwendet. 
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Experimenteller Teil; 


I. EINrcuss DER GALLENSAUREZUFUHR AUF DEN BLUTZUCKER. 
METHODIK: 


Bei der Untersuchung des Niichternblutzuckers erfolgte 
nach Feststellung der Ausgangswerte die subcutane Zufuhr von 
cholsaurem- u. desoxycholsaurem Natrium. Verwendet wurde 
bei Kaninchen eine 1% Lésung, von der je 1 cem pro 1 kg 
Kérpergewicht appliciert wurden. 

In kurzen Zeitintervallen wurde dann der Verlauf der 
Blutzuckerkurve verfolgt. Bei den Versuchen, bei welchen der 
Einfluss der Gallenséuren auf die experimentelle Hyperglykamie 
gepriift wurde, erfolgte die intravenése Traubenzuckerzufuhr, 
indem 10-15 Minuten nach der Zufuhr einer 1% Lésung, von 
der 1 cem pro kg Kérpergewicht intravenéds verabreicht wurde, 
10 cem einer 20%-igen Traubenzuckerlésung pro kg Kérper- 
gewicht dem Kaninchen intravenés injiziert wurden. Als 
Kontrolle wurde dem Kaninchen nur die Traubenzuckerlésung 
intravenés appliciert. 

Bei dem experimentellen hyperglykémischen Fall wurde 
nicht nur der Verlauf der Blutzuckerkurve, sondern auch der 
Zuckergehalt im Harn nach Ablauf von 5 Stunden nach der 
Gallensiiureninjektion festgestellt. 

Die Blutzuckerbestimmungen wurden nach dem neuen 
Verfahren von Bang und die Harnzuckerbestimmungen polari- 
metrisch ausgefthrt. 


A. Huinfluss der Gallensdurezufuhr auf den 
Niichternblutzucker. 


Es wurde bei Kaninchen, die 12-15 Stunden hungerten, 
der Einfluss einer subcutanen Zufuhr von 0.5-2.0 cem einer 
1%-igen Natirumcholatlésung und von 0.2-1.0 ccm einer Des- 
oxycholatlésung auf den Niichternblutzucker gepruft. Dabei 
zeigte sich bei 9 Versuchen bei Cholsiure und bei 8 Versuchen 
bei Desoxycholséure allemal ohne Ausnahme ein deutlicher 
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Abfall des Blutzuckers. Die Versuche sind in Tabelle I 
zusamimengestellt. 
TABELLE 1. 
. a). Versuch bei Cholsaure. 
2 |288). 
oa dabfel= | Srs 
= O¢ So Si Blutzucker nach Stunde. 
BEER ses] | : 
ees ooo? ie ee eel 
1 | 3050 1.0 0.082 | 6.094 0.079 | 0.071 | 0.052 | 0.065 | 0.065 | 0.079 | 0.080 
2 | 3050 s 0.112 | 0.098 | 0.065 | 0.073 | 0.056 | 0.051 | 0.081 | 0.093 
3 | 2400 os 0.108 | 0.110 | 0.089 | 0.080 | 0.080 | 9.086 0.094 
4 | 2500 55 0.111 0.094 | 0.098 | 0.069 | 0.073 | 0.077 | 0.084 | 0.102 
3 | 2400 - 0.098 | 0.112 | 0.092 | 0.090 | 0.068 | 0.064 | 0.078 | 0.081 
6 | 2100 2.0 0.084 | 0.101 | 0.060 | 0.043 | 0.041 | 0.071 | 0.074 0.076 
7 | 2330 nA 0.125 | 0.181 | 0.187 | 0.210 | 0.148 | 0.077 | 0.087 
8 | 2100 ae 0.074 | 0.081 | 0.048 | 0.046 | 0.049 | 0.056 | 0.078 
9 | 2350 0.5 0.097 | 0.102 | 0.102 | 0.053 | 0.095 | 0.102 
b). Versuch bei Desoxycholsaure. 
1 | 2560 0.2 0.086 | 0.087 | 0.084 | 0.067 | 0.075 | 0.079 | 0.081 
2 | 2200 0.5 | 0.109 | 0.079 | 0.082 | 0.086 | 0.072 | 0.088 | 0.089 | 0.089 
3 | 2420 1.0 0.089 0.076 | 0.070 | 0.054 | 0.047 | 0.062 | 0.086 
4 | 2420 0.5 0.087 0.083 | 0.070 | 0.079 | 0.059 0.081 
5 | 2200 Hy 0.091 0.085 | 0.078 | 0.076 | 0.078 | 0.074 | 0.080 
6 | 2500 1.0 0.092 | 0.089 | 0.081 | 0.074 | 0.070 | 0.065 | 0.081 | 0.082 
7 | 2420 se 0.094 | 0.098 | 0.091 | 0.070 | 0.061 | 0.064 | 0.071 | 0.086 
8 | 2200 rs 0.101 | 0.109 | 0.098 | 0.089 | 0.069 | 0.064 | 0.071 | 0.088 


Das Tier hat die subcutane Injektion der Gallensiuren gut 
vertragen und Allgemeinerscheinungen waren tiberhaupt nioh- 
vorbanden. 
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Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass der Abfall des Blut- 
zuckers im allgemeinen in fer 3ten Stunde nach der Injektion 
hervortritt und der Grad der Blutzuckersenkung je nach der 
Menge der Gallensdéuren ganz verschieden ist. Bei den Versuchen 
mit Cholsaure fallt der Blutzucker um 25-51 % des Ausgangs- 
wertes ab und bei Versuchen mit Desoxycholsiure um 19-39 %. 
Mithin hat die Cholsiure eine kraftigere blutzuckersenkende 
Wirkung als die Desoxycholsiure. Dieser Unterschied kommt 
von der Differenz der Giftigkeit der Gallensiuren. Um das 
Tier in normalen Zustand zu erhalten, muss man geringere 
Desoxycholsiuremengen injicieren. Aus der Tabelle I sieht 
man, dass die Abnahme des Blutzuckers erst in 6-7 Stunden 
nach der Injektion zu der Norm zurtickkehrt. 


B. Einfluss der Gallensdurezufuhr auf die experimentelle 
Hyperglykdmie. 


Diesmal wurde der Einfluss der Gallensdiurezufuhr auf die 
experimentelle, durch Injektion von Traubenzucker erzeugte 
Hyperglykamie untersucht. Nach intervenéser Zufuhr von einer 
20%-igen Glukoselésung steigt der Blutzucker nach 15 Minuten 
merklich an und weiter noch mehr um nach etwa 4 Stunden in 
allen Fallen auf die Ausgangswerte abzufallen. Bei den gleichen 
Kaninchen wurde dann nach einem Intervall von venigstens 2 
Tagen die Traubenzuckerbelastung in derselben Art wie das 
erste Mal wiederholt, nachdem 1ccm einer 1 %-igen Cholat- 
lésung oder Desoxycholatlésung pro kg Kérpergewicht ebenfalls 
intravenéds eingespritzt worden war. Die Versuche sind in 
Tabelle II zusammengestellt. 

Bei den Versuehen mit drei Kaninchen, wo die Chol- 
siure oder Desoxycholsiure vorher injiciert wurde, ist eine 
deutliche Verlangsamung im Ansteigen des Blutzuckers zu 
beobachten, so dass das Ansteigen des Blutzuckers bei dem 
Versuch mit Gallenséuren im Vergleich mit der Kontrolle viel 
geringer ist. (Siehe Tabelle II). 

Aus der Tabelle II ist ersichtlich, dass der Zuckergehalt: des 


Dic Gallenséuren im Kohlenhydratstoffwechsel. 241 


TABELLE II. 


Versuch 1. bei Cholsdure. 
Kaninchen & Ké6rpergewicht 2430 ¢. 


Blutzucker! vor , 
ae igiekien 0.094 0.100 0.099 0.100 
i. a = 
bei Injektion oP eh bei Injektion 
von Glykose- mit mit von. Glukose- 
ldsung Cholsaure Cholsaure loésung 
a 1/4 0.187 0.177 0.175 0.187 
a , 1/2 0.278 0.177 0.177 0.321 
g ro 1 0.304 0.203 0.202 0,242 
¢ 
58 2 0.189 0.179 0.178 0.191 
$e” 3 0.112 0.149 0.107 0.112 
fa 4 0.100 0.100 0.098 0.100 
Harnmenge cem 52 5) 47 49 
Zuckermenge in % 2.44 1.57 1.54 2.4 
Zuckermenge in g 1.26 0.785 0.725 ler 
Versuch 2. bei Desoxycholsaure. 
Kaninchen & Korpergewicht 1950 g. 
Blutzucker vor 0.699 0.099 0.097 0.093 
d. Injektion 
bei Injektion 3 bei Injektion pS 
von Glukose- | mit Desoxy- | von Glukose- | mit Desoxy- 
losung cholsdure lésung cholsaure 
— 1/4 0.187 0.177 0.187 0.185 
oO 
= 3 1/2 0.279 0.211 0.280 0.209 
By 1 0.232 0.210 0.236 0.205 
5 2 0.145 0.166 0.184 0.159 
3” 3 0.137 0.105 0.121 0.111 
ea) 4 0.100 0.093 0.095 0 092 
Harnmenge cem 51 45 48 46 
Zuckermenge in % 1.24 0.61 1.27 0.65 
Zuckermenge in g 0.63 0.27 0.60 0.30 
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Versuch 3. bei Cholsiure u. Desoxycholsaure. 


Kaninchen & Ko6rpergewicht 2050 g. 


Blutzucker vor 
d. Injetkicn 0.097 0.098 0.096 0.097 
bei Injektion ss bei Injektion a3 
von Glukose- mit von Glukose- | mit Desoxy- 
l6sung Cholsdure ld6sung cholsaure 
S 1/4 0.179 0.172 0.181 0.179 
5 * 1/2 0.301 0.237 0.310 0.202 
es] 1 | 0.217 0.204 0.219 0.215 
38 2 0.194 0.145 0.149 0.138 
3° 3 0.112 0.110 0.111 0.108 
pa 4 0.098 0.097 0.097 0.092 
Harnmenge cem 56 48 52 50 
Zuckermenge in % 1.24 0.75 1.29 0.5 
Zuckermenge in g 0.69 0.36 0.67 0.25 


Harns, der 5 Stunden nach der Injektion der Traubenzucker- 
lésung mit Gallenséuren katheterisiert abgefangen wurde, im 
Vergleich mit dem der. Kontrolle viel niedriger ist. 

Unabhangig von meiner Arbeit haben Adlersberg u. 
R6éth (1927) bei ihrer Untersuchung der Ausscheidungsfunktion 
der Leber durch Decholin berichtet, dass ein Derivat der Chol- 
siute, Dehydrocholsaures Natrium (Decholin), in der Mehrzahl 
der Versuche eine Herabsetzung des Niichternblutzuckers 
normaler Kaninchen bewirkt und in der Regel den Abfall einer 
experimentellen Hyperglykimie verzégert. Hierbei haben sie 
erklairt, dass der Abfall des Niichternblutzuckers durch die 
verzégerte glykogenolytische Funktion der Leber bedingt ist, 
und haben die Verzégerung des Abklingens der experimentellen 
Hyperglykamie so gedeutet, dass die Leber im Stadium der 
vermehrten Ausscheidung der Gallenséiuren den Glykogenaufbau 
aus Zucker voriibergehend vernachlassige. 

Das Ergebnis meiner Versuche, die die experimentclle 
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Hyperglykimie betreffen, ist gerade umgekehrt. Die Zufubr 
von Gallensiuren (Cholsiiure, Desoxycholsiure) setzt nicht nur 
den Niichternblutzucker normaler Kaninchen, sondern auch 
aden Zucker der experimentell-hyperglykiimischen Kaninchen 
deutlich herab. Bei der experimentellen Hyperglykimie wird 
der Zuckergehalt des Harns durch die Gallensiurezufuhr 
herabgesetzt. Durch dieses Experiment ist klar geworden, dass 
die Gallensiuren auf den Blutzucker eine Insulin-iihnliche 
Wirkung haben kénnen. 


II. EINriuss DER GALLENSAURENZUFUHR AUF DEN BLUTZUCKER 
EINES HUNDES MIT EXSTIRPIERTEM PANKREAS. 


Wie schon oben erwiihnt ist, beeinflusst die Gallensiiure 
den Nichternblutzucker der normalen Kaninchen und den der- 
jenigen Kaninchen, bei denen experimentell durch Trauben- 
zuckerinjektion Hyperglykimie erzeugt wurde. 

Daher habe ich den Versuch ausgeftihrt, um zu sehen, ob 
die Gallensiuren auch wie Insulin auf den Blutzucker eines 
Hundes, bei dem durch Pankreasexstirpation Hyperglykimie 
erzeugt wurde, wirken, und um das Wesen den hypoglykéimi- 
schen Wirkung der Gallensiiuren klarzustellen. 


Methodik : 


Der Bequemlichkeit halber habe ich zum ‘Versuch cine 
Hiindin verwendet, zum Zweck einer leichten Katheterisierung 
in die Urethra die Vagina der Htindin unter Erweiterung 
operiert, und nachdem die Operationswunde wieder ganz geheilt 
war, der Hiindin das ganze Pankreas exstirpiert. Vor der 
Pankreasexstirpation muss nattirlich der Blutzuckergehalt be- 
stimmt werden. Nachdem die Hyperglykiimie und Glykosurie 
der Hiindin stattgefunden hatten, wurden 5-10 ccm einer 1 
%-gen Gallensiiuresalzlésung subcutan injiciert und in kurzen 
Zeitintervallen wurde der Verlauf der Blutzuckerkurve verfolgt. 
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Es wurde der Einfluss der Gallenséurezufuhr auf experi- 
mentelle, durch Pankreasexstirpation erzeugte Hyperglykaémie 
untersucht. 

Wie aus Tabelle III ersichtlich ist, ist bei drei Versuchen 
ein Abfall des Blutzuckers fast gar nicht zu finden. Die 
geringe Abnahme liegt in der Fehlergrenze der Methode. Aus 
diesem Versuch scheint mir hervorzugehen, dass die Gallen- 
siure nicht auf die experimentelle, durch Pankreasexstirpation 
erzeugte Hyperglykimie wirkt, wie es bei Insulin der Fall ist, 
obwohl der Versuchsfall nicht ausreicht, das Resultat der 
Versuche festzustellen. 


Ill. Eyrruss DER GALLENSAUREZUFUHR AUF DIE 
EXPERIMENTELLE, DURCH ADRENALININJEKTION 
ERZEUGTE HyPERGrLYKAMIE. 


Es ist allgemein bekannt, dass die Leber des Frosches 
(Bang, 1913) und des Kaninchens (Dresel u. Peifer, 1914) 
durch Adrenalinbehandlung zur Mobilisierung ihres Glykogens 
gebracht wird. Daher ist es nicht ohne Bedeutung zu unter- 
suchen, ob die Gallensiure auf die experimentelle, durch 
Adrenalininjektion erzeugte Hyperglykimie wirkt, um den 
chemischen Regulationsmechanismus im Kohlenhydratstoffwech- 
sel des Organismus bzw. der Leber klarzustellen. 


Methodik: 


Es ist selbstverstindlich, dass dieselben Tiere zum Versuch 
verwendet werden miissen, um den Einfluss einer Substanz auf 
den Blutzucker oder auf die Glykosurie festzustellen. Aber es 
ist beim Adrenalinversuch unvyermeidlich, mit verschiedenen 
Tieren, von denen das eine das Kontrolltier ist, vergleichsweise 
zu experimentieren, weil das Adrenalin eine Gewohnungswirkung 
hat. Aus diesem Grunde habe ich drei Kaninchen, die lange 
Zeit unter denselben Bedingungen geziichtet worden waren und 
modglichst gleiches Kérpergewicht haben konnten, als cine 
Gruppe zum Versuch benutzt. Unter 3 Kaninchen, die 12-15 
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Stunden hungerten, habe ich dem einen nur 0,3 ccm einer Adre- 
nalinchlorhydratlésung (1:1000) pro:kg Kérpergewicht und den 
anderen zwei zuerst 1ecm einer 19%-igen Cholat- od. Desoxycholat- 
lésung pro kg Kérpergewicht, dann im Laufe von 3-1 Stunde 0.3 
ecm einer 0.1 9 Adrenalinchlorhydratlésung subcutan eingespritzt. 
Auf diese Weise wurde die Blutzuckerkurve vor und nach 
der Injektion in kurzen Intervallen verfolgt und der Zucker- 
gehalt des Harns, der in der sechsten Stunde nach der Injek- 
tion katheterisiert erhalten wurde, polarimetrisch bestimmt. 
Die Resultate sind in folgender Tabelle 4 zusammengestellt. 
Aus der Tabelle sieht man bei beiden Versuchen das 
gleiche Ergebnis: nach subcutaner Zufuhr von Adrenalinlésung 
steigt der Blutzucker nach einer halben Stunde und spiter noch 
mehr an, um nach etwa 5 Stunden auf die Ausgangswerte abzufal- 


TABELLE IV. 


Versuch 1. bei Cholsdure. 


Ko6rpergewicht (g). 1930 1650 1630 


bei Injektion fe Be 
von Adrenalin 
mit Gallensdure aR ohne Gallensdure 
Blutzucker vor d. 0.098 0.098 0.091 
Injektion : 
1/2 0.105 0.106 ~ 0.104 
1 0.137 0.140 0.143 
Blutzucker nach | 2 0.187 0.191 0.213 
Stunde 3 0.173 0.203 0°261 
4 0 174 0.178 0.183 
5 0.111 0.118 0.104. 
Harnmenge ccm 60 44 51 
Zuckermenge % 0.58 0.75 1.39 
Zuckermenge g 0.34 0.33 0.70 
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Vérsuch 2. bei Desoxycholsdure. 


Korpergewicht (g). 1900 1890 1920 
bei Injektion rp ” 
von Adrenalin os 
mit Gallensadure 5 ohne Gallensdure 
Blutzucker vor d. 0.1098 0.100 0.093 
Injektion ‘ J 
1/2 0.109 0.108 0.100 
1 0.138 0.136 0.144 
Bintzacker hack |e 0.212 0.208 0.226 
Stunde 3 0.190 0.186 | 0.245 
4 0.147 0.139 0.149 
5 0.106 0.103 0.100 
Harnmenge ccm. 62 48 50 
Zuckermenge % 0.572 0.742 1.358 
Zuckermenge g 0.35 0.35 0.67 


a 


len. In allen Fallen, in denen die Gallensiure vorher injiciert 
wurde, ist eine Verlangsamung im Steigen der Hyperglykamie 
zu beobachten, und besonders: zu bemerken ist, dass der 
Zuckergehalt des sechsstiindigen Harns) bei der Gallensdure-— 
zufuhr ungefaéhr auf die Halfte desjenigen der Kontrolle herab- 
gesetzt ist. 


Besprechung : 


Aus dem Versuche geht hervor, dass die Gallensdiure gegen 
das Adrenalin antagonistisch wirkt, und sich die Gallensdure- 
wirkung im Kohlenhydratstoffwechsel gegen das Adrenalin genau 
wie Insulin verhdalt. 

Die Nebenniere gibt fortwéhrend kleine Adrenalinmengen 
in das Blut ab, und die Gallens’ure wird aus der Leber kon- 
tinuirlich ausgeschieden; in dem enterohepatischen Kreislauf 
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entweder aus der Gallenblase oder aus der ‘Leber resorbiert, 
gelangt sie in den allgemeinen Kreislauf und beeinflusst den 
Kohlenhydratstoffwechsel im Organismus bzw. in der Leber. 
Aus diesem Grunde muss man bei der Untersuchung des Koh- 
Jenhydratstoff wechsels bzw. der Leber die Gallensdéureausscheidung 
und Gallensiurebildung in der Leber genau beriicksichtigen. 

In diesem Sinne wird der Kohlenhydratstoffwechsel im 
Organismus bzw. in der Leber teils durch die Gallensiure 
gegen Adrenalin und teils durch Insulin je nach den Bedingun- 
gen reguliert. 

Hier im Kohlenhydratstoffwechsel hat die Gallensiure 
hormonale Wirkung. Durch diese Tatsache scheint mir 
bewiesen zu sein, dass die Pulsverlangsamung bei Stauungsik- 
terus (Cholimie) teilweise durch die antagonistische Wirkung 
der im Blut iiberschiissigen Gallensiuren gegen das Adrenalin 
bedingt ist. Wie aus dem nichsten Versuch hervorgeht, ist 
der Adrenalingehalt der Nebenniere durch die Gallensiurezufuhr 
herabgesetzt. Die Annahme, dass die Gallensiure hormonale 
Wirkung gegen das Adrenalin hat, wird anscheinend dadurch 
unterstiitzt, dass einerseits das hypoglykimisch wirkende Insulin 
die Gallensekretion férdert (Dobroff 1924), und zwar tritt 
maximale Blutzuckersenkuny mit der maximalen Gallenaus- 
scheidung gleichzeitig ein, andrerseits das unter Erhéhung des 
Blutzuckers wirkende Adrenalin die Gallenausscheidung hemmt 
(Sakurai 1926). In erstem Falle scheint mir die Gallensdure 
in der Galle vermehrt, in letztem Falle vermindert zu sein. 


IV. Exnriuss DER GALLENSAUREZUFUHR AUF DEN 
ADRENALINGEHALT DER NEBENNIERE. 


Nach den Untersuchungen von Adachi (1923), Kawa- 
shima (1923), Brugsch u. Horsters (1924), und Sakurai 
(1926) wird die Gallenausscheidung durch Adrenalin gehemmt. 
Die Gallensiiure, die der Hauptbestandteil der Galle ist, fordert 
die Gallenausscheidung. Hier gilt fir die Gallenausscheidung 
auch dis antagonistische Wirkung der Gallensiure gegen Adre- 
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nalin, Nach Hara (1922) fallt dieses Adrenalin, das fortwahrend 
in das Blut abgegeben wird, nach Erfiillung seiner physiolo- 
gischen Aufgabe der Zerstérung in den Leberzellen anheim. 
Diese Entgiftung des Adrenalins in der Leber ist wohl der 
antagonistischen Wirkung der Gallenséuren zuzuschreiben. 

Um zu entscheiden, ob diese antagonistische Wirkung der 
Gallensiure gegen Adrenalin im Kohlenhydratstoffwechsel der 
verminderten Adrenalinsekretion der Nebenniere zuzuschreiben 
ist, habe ich den Adrenalingehalt der Nebenniere bei Gallen- 
sdurezufuhr -untersucht. 


Methodtk : 


Zum Versuch habe ich miannliche Kaninchen verwendet, 
die méglichst unter denselben Bedingungen geztichtet worden 
sind und méglichst gleiches Kérpergewicht haben. Es wurde 
den Kaninchen, die einen Tag hungerten, 1 ccm einer Natrium- 
cholat- od. Natriumdesoxycholatlésung pro kg Kérpergewicht 
subcutan eingespritzt. Als Kontrolle habe ich gleiche Mengen., 
physiologischer Kochsalzlésung verwendet. 3 Stunden nach 
der Injektion wurden die Tiere unter Verblutung zum Tode 
gebracht, den Tieren die Nebennieren exstirpiert, und das Blut 
wurde durch Betupfen mittelst Filtrierpapiers von den Neben- 
nieren befreit. Diese Nebennieren wurden genau abgewogen 
und nach der von Kodama modifizierten Folin-Cannon-u.- 
Denis’schen Methode (1922) der Adrenalingehalt kolorimetrisch 
bestimmt. 

Wie aus der Tabelle V ersichtlich ist, zeigt der Adrenalin- 
gehalt der Nebenniere eine ziemlich individuelle Schwankung. 
In Versuch 3 zeigt der totale Adrenalingehalt durchschnittlich 
0.595 ing, der Adrenalingehalt in 1g Nebenniere betrigt durch- 
schnittlich 2.72 mg. 

Nach Polin ist der totale Adrenalingehalt des normalen 
Kaninchens mit durchschnittlich 0.76-0.86 mg und der Adre- 
nalingehalt in 1g Nebenniere mit 3.18-3.25mg angegeben. 
Aus dem Versuch 1 und 2 kann man sehen, dass der totale 
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Adrenalingehalt und der in 1g Nebenniere bei der Cholsdure- 
zufuhr den Durchschnittswert von 0.522 mg und 2.543 mg, bei 
der Desoxycholséurezufuhr den von 0.564 mg und 2.529 mg hat. 
Dieser Wert ist im Vergleich mit dem der Kontrolle (Versuch 3) 
viel niedriger. 
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(mg. pro 1gm). 


e—— bei Injektion von phys. NaCl-lésung 


e@----2 bei Injektion von 1% Cholsdure 


Adrenalingehalt d. Nebenniere 


e@-—-e bei Injektion von 1 % Desoxycholsdure 


Alle Versuche sind in Kurve 1 wiedergegeben. Bei zwei 
Versuchen, wo Gallensiure injiciert wurde, ist eine Ver- 
minderung des Adrenalingehaltes der Nebenniere im Vergleich 
zu einem Versuch, in dem _ physiologische Kochsalzlésung 
verwendet wurde, zu beobachten, sc dass alle zwei Kurven 
tiefer gelegen sind als bei einem Kontrollversuch. 


Besprechung . 


Das Ergebnis der oben angefiihrten Versuche lasst sich 
folgendermassen zusammenfassen; Die Zufuhr der Gallensdure 
in entsprechenden Dosen fiihrt in allen Fallen zu der Abnahme 
des Adrenalingehaltes der Nebenniere. Die Gallensiurezufuhr 
fiihrt zu dem Abfall des Blutzuckers. Es ist bewiesen, dass 
die Gallensiure im Kohlenhydratstoffwechsel gegen Adrenalin 
antagonistisch wirkt. Zur Erklarung dieser Befunde ware 
zunichst die Einwirkung der zugefiihrten Gallensiure als solche 
oder die Abnahme der Adrenalinsekretion der Nebenniere zu 
beriicksichtigen. Es ist méglich, dass die Verminderung des 
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Adrenalins, die durch die Gallensfurezufuhr verursacht wurde, 
den Abfall des Blutzuckers bewirkt. Aber man kann damit 
nicht die ganze Abfallsfahigkeit des Blutzuckers durch Gallen- 
sdure erkléaren. Die hypoglykimische Wirkung der Gallensiiure 
ist daher teils mit der Hemmung der Adrenalinsekretion der 
Nebenniere und teils mit der antagonistischen Wirkung zu 
erkliren. 


V. EINrnuss DER GALLENSAUREZUFUHR AUF DAS GLYKOGEN 
DER LEBER UND DES MUSKELS. 


Es wire méglich, dass die Abnahme des Blutzuckers durch 
Gallensfiurezufuhr von folgenden Ursachen abhdngig ist: 

1) Der Glykogenaufbau aus Zucker im Organismus oder 
die Glykolyse im Blut ist vermehrt; 2) Es findet ein lebhafter 
Zuckerverbrauch oder eine herabgesetzte Bildung von Kohlen- 
hydraten aus Eiweiss und Fett statt. Auch wire noch eine 
veranderte Zuckerverteilung im Organismus daran beteiligt. 

Die Gallensdure hat eine insulinartige Wirkung auf den 
Blutzucker und eine antagonistische Wirkung gegen das Adre- 
nalin, wie es bei Insulin der Fall ist. In diesem Sinne ist es 
von grosser Bedeutung, den Hinfluss der Gallensiuren auf den 
Glykogenbestand in der Leber und im Muskel zu untersuchen. 


Methodik : 


Das Glykogen der Leber und des Muskels zeigt starke 
individuelle Schwankungen. Deswegen habe ich Kaninchen, 
welche lange Zeit unter denselben Bedingungen geztichtet wor- 
den waren und méoglichst gleiches Kérpergewicht hatten, zum 
Versuch benutzt. Diese vier Kaninchen habe ich zu einer 
Gruppe vereinigt und sie 4-6 Tage lang hungern lassen. Dann 
habe ich 2 Kaninchen lccm einer 1 %-igen Gallensduresalz- 
lésung pro kg Kérpergewicht subcutan injiciert und bald 
danach 100 ccm einer 10 %-iegn Glukoselésung pro kg Kérper- 
gewicht mittelst des Katheters in den Magen gebracht. Den 
anderen 2 Kaninchen wurde nur dieselbe Menge physiologischer 
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Kochsalzlésung subcutan injiciert, die Glukoselésung in den 
Magen eingefiihrt und als Kontrolle verwendet. Drei Stunden 
nach der Glukosefiitterung wurden alle Tiere unter Verblutung 
getdtet und den Tieren die Leber und eine bestimmte Menge 
des Muskels méglichst schnell herausgeschnitten, von dem Blut 
befreit und gewogen. 

Der Glykogengehalt der Leber und des Muskels wurde nach 
Twasaki u. Moori (1926) bestimmt. Die Resultate sind in 
Tabelle VI zusammengestellt 

Aus den zwei Versuchen der Tabelle VI sieht man, dass der 
Glykogengehalt der Leber und des Muskels durch die Gallen- 
siurezufuhr das einemal vermehrt, das anderemal vermindert 
gefunden wurde. Aber in der Mehrzahl der Fille ist der 
Glykogengehalt in der Leber und dem Muskel bzw. in dem 
letzten vermehrt. 

Unter den acht Fillen des ersten Versuches mit Cholsdure 
ist der Glykogengehalt im Muskel siebenmal vermehrt, und bei 
dem zweiten Versuche mit Desoxycholsiure ist der Glykogen- 
gehalt der Leber auch bei sechs unter sieben Fallen vermehrt. 
In allen ftinfzehn Fallen hat man bei der Leber zehnmal, in 
derselben Zahl von Fallen beim Muskel elfmal den Glykogen- 
gehalt vermehrt gefunden. 
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Kurve 2. Kurve 3. 


d. Leber. 


Glykogengehalt 


Glykogengehalt 
d, Muskels. 


bei Gallensadure 


e----- » bei physiol. Kochsalzlosung 


Die Versuche sind in Kurve 2% und 8 der Ubersicht halber 
wiedergegeben. In der Kurve 2, bei der Cholséure injiziert 
wurde, ist die Vermehrung des Glykogens im Muskel zu 
beobachten, so dass die gestrichene Kurve héher gelegen ist als 
die punktierte Kontrollkurve. In den die Leber betreffenden 
Fallen ist nur eine halb so grosse Vermehrung des Glykogens 
zu. beobachten. 

In der Kurve 38, bei der Desoxycholsiure eingespritzt 
wurde, zeigt sich eine Vermehrung des Glykogens in der Leber, 
so dass die gestrichene Kurve mit Ausnahme eines Teils héher 
gelegen ist als die punktierte Kontrollkurve, in den den Muskel 
betreffenden Fallen ist die punktierte und gestrichene Kurve 
gekreuzt. 


Besprechung : 


Das Ergebnis dieser Versuche zeigt im allgemeinen eine 
Vermehrung des Glykogens im Muskel und in der Leber, wenn 
Gallensiiure dem Tiere zugeftihrt wird. Wie in der Einleitung 
gezeigt wurde, wirkt das Insulin im Glykogenaufbau der Leber 
und des Muskels als Phosphatese. Wenn die Gallensiiure auch 
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nicht wie das Insulin auf die Hyperglykiimie der pankreaslosen 
Tiere. hypoglykémisch wirkt, so scheint mir doch, dass ‘die 
Gallensiure an dem Glykogenaufbau der Leber und des Mus- 
kels beteiligt ist, weil Zufuhr von Gallensiure im Muskel und’ 
in der Leber im allgemeinen eine Vermehrung des Glykogens 
gebracht ‘hat; und die Gallensiiure gegen das Adrenalin anta- 
gonistisch wirkt, wie es bei-Insulin der Fall war. Aus diesem 
Grunde muss die Gallensiure den intermediiren Kohlenhydrat- 
stofiwechsel beeinflussen. Uber die Beeinflussung des inter- 
medidren Kohlenhydratwechsels ist die Untersuchung noch im 
Gange. Die Gallensdure spielt also als regulierender Faktor im 
Glykogenaufbau und Abbau der Leber und des Muskels eine 
gewisse Rolle. In diesem Sinne muss man bei der Untersuchung 
des Glykogens im Muskel und in der Leber immer die Gallen- 
siure berticksichtigen. Dass der Glykogengehalt der Leber und 
des Muskels bei der Zufuhr von Insulin von verschiedenen 
Autoren ganz verschieden angegeben wird, scheint mir teils 
dadurch gekommen zu sein, dass die Autoren die Gallénsiure- 
ausscheidung dabei ganz vernachlissigt haben. Aus diesem 
Grunde hat die Gallensiure. im Kohlenhydratstoffwechsél eine 
grosse Bedeutung. 


ZUSAMMENTFASSUNG. 


1. Die Zufuhr von Gallensiuren (Cholsiure, Desoxychol- 
siure) setzt den Niichternblutzucker normaler Kaninchen herab. 

2. Die experimentelle, durch Injektion von Traubenzucker 
erzeugte Hyperglykaémie wird durch Gallensiiurezufuhr herab- 
gesetzt. 

3. Die Gallensiurezufuhr hat keinen Einfluss auf die 
Hyperglykimie des pankreaslosen Hundes. 

4. Die experimentelle, durch Injektion von Adrenalin 
erzeugte Hyperglykiimie wird durch die Zufuhr von Gallensiiuren 
herabgesetzt. 

5. Die Zufuhr von Gallensiuren hemmt die Sekretion,der 
Nebenniere an Adrenalin. 
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6. Die Zufuhr von Gallensiiuren zeigt im allgemeinen eine 
Vermehrung des Glykogens in der Leber und im Muskel. 

7. Aus den oben erwihnten Daten geht hervor, dass die 
Gallensiiure gegen das Adrenalin antagonistisch wirkt, und die 
Hypoglykamie, die durch Gallenséurezufuhr herbeigefiihrt 
wurde, ist nicht nur durch die antagonistische Wirkung der 
Gallensiiure gegen das Adrenalin, sondern auch durch die 
Hemmung der Adrenalinsekretion der Nebenniere bedingt, 

Ferner ergibt sich, dass die Gallensiure mit dem Haushalt 
der Kohlenhydrate in inniger Beziehung steht, und dass sie im 
Kohlenhydratstoffwechsel im Organismus bzw. in der Leber als 
regulierender Faktor eine gewisse Rolle spielt. 

Zum Schlusse méchte ich nicht verfehlen, Herrn Professor 
Dr. T. Shimizu fir seine freundliche Leitung und Anregung 
bei dieser Arbeit meinen herzlichen Dank auszusprechen. Ich 
sage auch Herrn D. Sugano in dem chirurgischen Institut zu 
Okayama meinen besten Dank fir seine Unterstiitzung bei den 
Operationen der Versuchstiere. 

Ebenso danke ich dem Unterrichtsministerium ergebenst 
fiir das gewahrte Stipendium. 
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UBER DEN EIWEISSTOFFWECHSEL UND PHOSPHOR- 
SAUREBESTAND BE[ DEM EXPERIMENTELLEN, 
HAEMOLYTISCHEN UND STAUUNGSIKTERUS, 


Von 


TAKUICHI HATAKEYAMA. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr T. Shimidzu.) 


(Eingegangen am 23. September 1927.) 


Das Hauptendprodukt des Nucleinstoffwechsels ist bekann- 
tlich die Harnsiiure; sie wird bei Siugetieren fast quantitativ 
weiter zu Allantoin oxydiert und im Harn ausgeschieden, ger- 
inge Mengen Purinkérper werden auch in den Faeces aus, 
geschieden. Brugsch und Rother (1922) behaupten, dass 
eine ‘grosse Menge Harnsiiure mit der Galle in den Darm aus- 
geschieden und diese Harnsiiure in Galle bei Stauungsikterus 
im Harn ausgeschieden und vermehrt gefunden wird. Dieser 
Ansicht sind Harpuder (1923) und Krtiger u. Schittenhelm 
{1902, 1905) entgegen getreten. R. Karasawa (1926) hat im 
hiesigen Laboratrium beobachtet, dass die Organautolyse durch 
Zusatz von Gallensiiuren herabgesetzt wird und dass die Nuclein- 
spaltung dadurch etwas gesteigert wird. Weiter hat er (1927) 
den Einfuuss der Gallensiuren auf den physiologischen Eiweis- 
stoffwechsel bzw. Purinhaushalt untersucht und bewiesen, dass 
der Nucleinstoffwechsel durch die Gallensiuren gesteigert wird. 
Damit hat er erklirt, dass die Vermehrung der Harnsiure im 
Harn bei Stauungsikterus nicht nur durch eine Verhinderung 
des Ausscheidens durch die Galle, sondern auch vielmehr durch 
eine dic Nucleinspaltung fordernde Wirkung der Gallensiiuren 
bedingt ist. Die Quellen der Purinkérper des Harns und ihbres 
Abkémmlings des Allantoins sind die Nucleine der Nahrung 
und die der zerfallenden Zellkerne des eigenen Kérpers. Im 
tierischen Organismus findet wahrscheinlich auch eine Synthese 
von Purinkérpern stindig oder wenigstens unter bestimmten 
Umstiinden statt, wie schon Burian u, Schur, (1897) Mendel 
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u. Leavenworth (1907) und Me Collum (1909) beobachtet 
haben. . 

Bekanntlich wird die Ausscheidung der endogenen Harn- 
purine durch verschiedone Momente beeinflusst, und die Aus- 
scheidungsiinderungen sind durch verschiedene Chemikalien 


und Arzneien mehrfach untersucht worden, aber es wurde ftir 


sie keine endgiiltige Erklirung gefunden. 

Im hiesigen Institut hat Yonemura (1926) bemerkt, dass 
die Zufuhr von Gallensiiuren bei Kaninchen eine leucolytische 
Wirkung zeigt. Und es kénnte nicht ausgeschlossen sein, dass 
bei Zufuhr von Gallensiiuren der gesteigerte Zerfall der Leucozy- 
ten zu einer gesteigerten Purinkérperbildung und damit zu 
einer erhéhten Ausscheidung der Harnsiiure und der Purine 
im Harn fihrt. Schon liegen zahlreiche klinische Mitteilungen 
liber die Ausscheidungsiinderungen der endogenen Harnsiure 
bei verschiedenen ikterischen Erkrankungen vor. Die Angaben 
der meisten Autoren beruhen darauf, dass die endogene Harn- 
siiureausscheidung je nach der Herkunft des Ikterus ganz ver- 
schieden zu bewerten ist, und dass bei haematogenem und 
gallensiiurefreiem die Vermehrung der Harnsiiure nicht in 
Betracht kommt. 

Bei Stauungsikterus wird die Leber nekrotisch. Der Ent- 
stehungsmechanismus ist unter den Pathologen strittig, aber 
Karasawa (1927) glaubt, dass diese Erscheinung der Giftigkeit 
der Gallensiiuren zuzuschreiben ist. 

Ks ist durch die histologischen Befunde der Leber bei 
Toluilendiaminvergiftung und bet WeylIscher Erkrankuag beo- 
bachtet worden, dass in diesen Fallen die Leber nicht nekrotisch, 
wird. Es ist wohl méglich, dass die Gallensiiure dabei nicht 
mitgewirkt hat und dass dadurch die Harnsiiure im Harn sich 
nicht vermehrt findet. | 

Ob bei dem haemotogenen und gallensi&urefreien Ikterus 
wirklich die Gallensiiure nicht mitwirkt und dadurch die 
Harnsiiure bzw. das Allantoin im Harn sich nicht vermehrt, 
ist noch zweifelhaft. 
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In diesem Sinne habe ich den Einfluss der Toluilendiamin- 
vergiftung auf den Eiweiss- bzw. Allantoinstoffwechsel bei Hund 
und Kaninchen untersucht. 

Als Quelle der Harnphosphorsiiure kommen die anorganis 
schen Salze der Nahrung und des Kérpers, ferner die Nucleine 
und Phosphatide in Betracht. Ein Teil der Phosphorsiure ist 
denn auch im Harn noch in organischer Bindung vorhanden. 
(Kondo) (1910). 

Die Hohe der tiglichen Phosphatausscheidung hiingt von 
sehr verschiedenen Faktoren ab. Zuniichst fallt auch hier der 
Einfluss der Ernihrung stark ins Gewicht. Die Phosphorsiiure 
ist ein unentbehrlicher Bestandteil und daher wird bei der 
Nucleinspaltung immer die Phosphorsiiure gespalten. In diesem 
Sinne muss man immer bei der Untersuchung des. Nucleinstoff- 
wechsels die Phosphorsiiureausscheidung berticksichtigen. Wie 
schon oben gezeigt wurde, tindet die Vermehrung der Harnsidure 
im Harn bei der Zufuhr von Gallensiiuren statt. Wenn die 
Gallensiure den Purinstofftwechsel fordert, muss die damit zusam- 
menhingende Phosphorsiiureausscheidung im Harn _ beeinflusst 
werden. Damit ist erklirt, dass die Vermehrung der Harnsiiure 
bzw. der Allantotne im Harn bei Gallensiiurezufuhr oder bei 
Stauungsikterus nicht durch die Absperrung der Ausscheidung 
dureh die Galle, wie Brugsch u. Rother behauptet haben, 
sondern durch die Gallensiurediffusion in Geweben und Organen 
bedingt wird. Infolgedessen habe ich die Phosphorsiiureaus- 
scheidung im Harn mit der Allantoinausscheidung bei ex- 
perimentellem Stauungsikterus des Kaninchens und des Hundes 
untersucht, 


Mernopik. 


Als Versuchstiere wurden kriiftige minnliche Kaninchen 
und weibliche Hunde benutzt. Beim experimentellen, haemoly- 
tischen Ikterus des Hundes habe ich bei jedem Versuch 
morgens um 9 Uhr 0,15 ¢ Toluilendiamin in die Vena cruralis- 
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und beii:dem des Beninehates 0,03-0,05g in die Ohrvene 
élngespritzt. 

Beim experimentellen Stauungsikterus des Hundes wurde 
unter Morphindthernarkose eine permanente Gallenblasenfistel 
nach Dastre angelegt und zwar wurde die Blasenkaniile nach 
Bickel eingenaht. Hierbei: wurde der Ductus choledochus im- 
mer an zwei Stellen doppelt gebunden. Dadurch ist die Galle 
aus der Fistel reichlich und ungehindert nach aussen abgeflos- 
sen, und die abfliessende Galle wurde in einer Glaskugel gesam- 
melt. Die bestimmte Gallenmenge wurde mit der Nahrung 
taglich verabreicht, um den physiologischen, enterohepatischen 
Kreislauf der Galle nicht zu hindern. Beim Experiment habe 
ich die Gallenblasenfistel fest unterbunden und nach 4-5 Tagen 
wieder geldst. 

Der Harn wurde alle 24 Stunden mittelst Katheters 
scharf .abgegrenzt. Im Falle, dass der Harn bei Kaninchen 
alkalisch war, wurde er jedesmal mit Essigsiiure zur Loésung 
der Sedimente angesiuert, mit Wasser zu einem bestimmten 
Volumen aufgefillt und filtriert. Das Kérpergewicht des Tieres 
wurde direkt nach der Katheterisierung des Harns gewogen. 
Die Nahrung war wihrend der Versuchsdauer ebenso wie sonst. 

Die tagliche Nahrung des Kaninchens bestand aus 50¢ 
trocknem Okara (Riickstand des Sojabohnengallerts), 50g 
Gemiise und 150cem Wasser (SO cem Wasser wurde mit Okara 
gemischt und 70 ccm Wasser mittelst Schlundsonde zugefihrt). 
Das Okara .enthiilt 0,52 % Stickstoff (mack Kjeldahl) und 
0,0068 9% Purinstoffe (nach Burian u. Hall (1903)). 

Die tiiglichs Nahrung des Hundes ist aus 120g poliertem 
Reis, 90¢ trocknen Fischen und 59g Gemiisen und einer 
bestimmten Menge Wasser zusammengestellt. Unter den Nah- 
rungsmitteln enthalt der polierte Reis 1,023 9% Stickstoff (nach 
Kjeldahl) und 0,0003 9% Purinstoff (ach Burian. und Hall). 

Im Harn wurden »bestimmt; 

1, Gesamtstickstoff nach Kjoldabl 
2. Harnstofistickstoft mit. Ureascmethode 
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3. Ammoniakstickstoff nach Kriiger Reich (1903) 

4. Allantoin nach K. Nagashima (1925) 

5. Phosphorséiure nach Neumann (1902-1905) 
Das Allantain wurde in folgender Weise bestimmt. 

, Zundchst wurde der Gesamtstickstoff von Harnstoff und 
Allantoin bestimmt und von diesem Werte der Wert des Harn- 
stoffstickstoffes abgezogen (nach Benedikt). Man figt zu. 
5cem Harn 5g Kaliumbisulfit und 8g Zinksulfat und unter 
weiterer Zugabe von flissigem Paraffin sowie von etwas Talk 
wurde das Ganze im Olbad bei 135-140C° beinahe bis zum 
Trocknen erwirmt und noch eine Stunde lang auf 155-170 
C° erhitzt. Das entstandene Ammoniak wurde nach K jel- 
dahl bestimmt, und der von diesem Stickstoffwert abgezogene 
Wert des Harnstoffstickstoftes; Benedikt-N — Harnstoff-N wurde 
mit 10/7 multipliciert. Im meinem Fall werden nur 70% des 
vorhandenen Allantoins bestimmt. 

_ Der Genauigkeit halber habe ich alle Versuche stets dop- 
pelt ausgefithrt. 


A. Himolytischer Ikterus 


Versuch 1. beim Hunde. 


Das Tier war anfangs ganz munter, aber 6-8 Stunden nach 
der Injektion von Toluylendiamin ist es matt und teilnahmslos 
geworden. Am Abend war gelbe Farbe an dem Skleren und den 
Schleimhiuten deutlich zu beobachten. Das Tier frisst gut wie 
vorher. Am niichsten Tag ist der Harn ikterisch blutig gewor- 
den und die Gmelinsche Probe positiv, aber ohne Sediment 
und ganz eiweis:frei. Nach 4-6 Tagen ist der Ikterische Harn 


wieder gesund. 


2606. T. Hatakeyama : 
TABELLE I. 
(Himolytischer Ikterus des Hnndes) 

ee g Ai rn | 5 

leu|o a | a Harn- mma- | & | 
~—j)/eSig¢e| = Realist c i‘ sat a ao Bemer- 
& Seles ‘3 Bic ay stoff-N niak-N ge ae eninen 

Mée | 3 |F 15 |e |wle lols jae 


1 9,0 810|Sduer 1032) 7,896 6,1589| 78,0|0,5544| 7,021 0,8275|0,825 


2 9,1 900] ” | 1030) 7,420,6,0102 81,0 0,420 |5,66/0,818410,815 | rojuvien. 


9,1 790| % | 1032 7,644'6,115 |80,010,420 |5,4910,819 |0,800 | iamin 


| 
3 | lies 
| Hiimoglo- 
4 9,0 920) 7% | 1033) 8,680, 6,944 |80,0|0,602 | 6,94)0,8185)0,825 binurie 
5 | 8,91 670, 7% | 1036] 8,640,6,739 |78,0|0,5518|6,38|0,8214|0,8225, Cmelin+ 
6 8,7 810, ” | 1035) 8,12016,384 |79,0|0,5544) 6,83|0,819 |0,820 y 
7 9,0, 760) ” | 1036, 7,840,6,020 |76,7|0,476 |6,07/0,816 |0,8235| Gmelin— 


8 | 9,0, 820} % | 1033) 7,644)6,125 |89,0/0,420 | 5,49/0,821 |0,825 
9 | 9,1) 850, ” 1032) 7,257) 5,880 |81.0)/0,420 |5,78/0,819 |0,815 


TABELLE If. 
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we | zi i BO leas 
2 | EK) S ries Le = vl Ammo- | 8 | 4 2 Bemer- 
é oe ge 4 85 oa stoff-N niak-N 5 Ze kungen 
io} a [om RQ oO g. We g. % oS a a 
18,8 | 8c0|Sduer| 1032 5,824 |4,6592\80 |0,3724|6,39| 0,645 | 0,708 
2|8,9 [1100, 7 | 1028)5,980 |4,4856'75 _|0,3724/6,23/0,648 |0,705 
38,7 | 850] ” | 1081]6,244 [4.870378 /0,3696|5,92|0,660 |0,800 | po1nylen- 
4/8,75, 850| ” | 1031/6,580 | — | — |0,3696/5,62|0,663 |0,825 ee 
5 /8,95 11410, ” | 1030'8,044 |6,2746\77,9|0,5807|7,2210,657 |0,820 | Hamoglo- 
6 8.951730, ” | 1027)7,420 |5,639276 0,616 |8,30|0,6582]0,8225, CMO + 
7|8,9 |1000} 7” | 1027|7,896 |5,992\70 |0,5544'7,02/0,648 0,819 " 
8|9,0 |1200) ” | 1026|7,2575/5,5884|76,9|0,4771/6.57/0,66 |0,815 y 
9/9,1 |L140| % | 1030|7,056 |5,5742/78,9] 0,3755) 5.32|0,657 |0,826 | Gmelin— 
109,05, 930, ” | 1031|6,944 |5,5552179,9)0,372415,36 0,672 |0,820 


11'9,158100| ” | 1082/6,244 |4,807977, |0,369115,91]0,663 |0,8175 


— 
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TABELLE II. 


9,0) 750] % {1031} 7,728] 6.036|79,4|0,518 |6,703| 0,667] 0,8235 a 
9,1] 750, % 1031) 7,476} 5,980|80,0]0,4872/6,503| 0,657|0,8225, Gmelin— 
9,2, 730} ” |1030| 6,440] 4,933|76,610,392 |6,09 | :0,675| 0,825 
9,0| 790] % {1081} 6,524| 5,284/80,1/0,42 16,44 | 0,651/0,875 


or ag 
_ hl g 4 si & 
Shas e © Z| 2 Harn- Am- s Y 
z 5 18 8) ee leo 5 eo | stoff —N | moniak-N| # A ‘a5 | Bemer- 
WEIS S| S [20] & ' co S 23 kungen 
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oO on S g. % < Ay 
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3| 9,1] 850 7 [10% 2 8 | 
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6} 8,8} 670, % 1036 8,64] 6,912|80.0/0,5518 6,39 | 0,651/0,875 | Gmelin+ 
7} 8,9| 700) 7% [1035] 8,120) 6,252/77,0|0,560 |6,896| 0,668|0,815 ” 
8 
9 
10 
Ul 


Aus den Tabellen ist ersichtlich, dass das Allantoin und 
die Phosphorsiiure gar keine Mengenveriinderungen zeigen. 
Aber der Gesamtstickstoff, Harnstoffstickstoff und besonders der 
Ammoniakstickstoff zeigen tiber die Notm vermehrte Werte: 
Der Ammoniakstickstoff zeigt die Vermehrung dem Procentge- 
halt und der absoluten Menge nach. Es scheint mir, dass alle 
diese Vermehrungen durch die -himolytische Wirkung des 
Toluylendiamin auf das Blutkérperchen bedingt sind. 


Versuch 2. beim Kaninchen 


Im diesem Versuche hat das Tier nach der Injektion auch 
matt ausgesehen, aber guten Appetit gehabt wie zuyor. Der 
Harn ist stark dunkelgefirbt und sauer gewesen, aber Blut 
und Gallenfarbstof waren nicht nachweisbar vorhanden. 
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TABELLE I. 


(Hamolytischer Ikterus des Kaninchens) 


1,722) 1.2538] 72,0) 0,00385) 0,20 


0,1450 
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180] ” 1,708] 1,470] 86)0,00616 0,56 0,1895 
TABELLE I. 
= 2 === ————— 
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ES) 2 Ee | stoft-N | “niak- Eve 
= | # S) Paes Alf aah < a 
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121] 7 1,729] 1,2082, 70,1] 0,0038/0,22| 0,2200,1500 
Toluylen- 
120, 7 1,722] 1,1578 67,2) 0,0032|0,20| 0,259)0,1250] diamin 
, injiziert 0,03 
123-7 1,722] 1,1438 66,4) 0,00421 0,24 0,1450/ 7” 0,04 
125} 7 1,708} verloren % 0,05 
100,” 1,596] 1,0678] 66,8] 0,0242] 0,26 0,1500} Gmelin— 
110] ” 1,582) 1,0878) 68,1] 0,005210,32 0,1470 
100)” 1,638) 1,1018, 67,0|0,0042|0,25 0,1875 
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120,” 
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TABELLE III. 
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le al <2 £] 8 lee Harn- | Ammo- |'S | 2 
S/ES) & [wo] 2e] Een] stoff—N | niak-N | Go| &2 | Bemer- 
-RIss| & ROS 8 S a} 8s kungen 
: Y = o's 
ed a eco Se ee oe es 
1| 163] Neutrai]1020| 2510] 1,722| 1,2212) 70,9] 0,0538/3,4 | 0,414/0,1225 
2-160) 7% |1020) 2510] 1,718] 1,2510/72,8|0,0570/3,3 | 0,357) 0,1375 
3| 166) 7% |1019| 2500) 1,718)1,2850|74,0|0,0616/3,5 | 0,210) 0,1625 
o| 4 a aie Be = 
4} 162 1019} 2500) 1,736)1,3114) 75,0) 0,0618)3,5 | 0,250)0,1480 Toluylen- 
v Ox rs = a ” diamin 
5| 160 1019) 2500] 1,722| 1,253 0,0620)3,5 | 0,248) 0,1675] cao 
0,03 ¢ 


ie 
6| 165 7% {1019 2510] 1,862] 1,2332| 66,21 0,0868.4,66| 0 
7| 156] % |1021) 2450] 1,638) 1,095 |66,8)0,0950/5,8 | 0,395,0,1372} ” 0,05 g 
8/123! 7% {1021} 2400) 1,372|0,9184/72,4)0,061614,4 | 0,256/0,1625| Gmelin — 
9| 150/ % 1020) 2480) 1,554|0,1255| 72,6 0,0545)3,4 | 0,250] 0,1625 
10| 160, % |1020) 2430) 1,616] 1.1746|74,6|0,0504/3,1 | 0,250] 0,1375 
11| 163} 7% |1021] 2435] 1,652] 1,2446! 74,6|0,0504/3,0 | 0,200! 0,1225 
12| 160} 7% |1019| 2450] 1,718/1,2530]72,9|0,0504/2,9 | 0,200! 0,1375 


57\0,1675| % 0,04¢ 
9 


Wie die Tabellen zeigen, ist keine Mengeveriinderung in der 
Allantoin und Phosphorsiureausscheidung nach der Injektion 
von Toluylendiamin zu beobachten. Der Gesammistickstoff, 
Harnstoffstickstoff und Ammoniakstickstoff zeigen im den Ver- 
-suchen keine merkbaren Mengeverinderungen. 


B. Stauungsikterus. 


Versuch 1. bei der Hiindin. 


Am niichsten Tag nach der Unterbindung der Gallenblasen- 
fistel hat das Tier matt ausgesehen und ikterischen Harn aus- 
geschieden, aber guten Appetit gehabt. Der Harn ist klar 
und enthiilt wéahrend des Versuches keine Sedimente und 


Albumen. 
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TABELLE I. (Stauungsikterus des Hundes) 


| 80 g NA E 5 bo 
o ae Sane Harn- Ammo- S S 
“si 6 |.2] g e sa = 2.2 Bemer- 
e 5 % Be FA oo | stoff—N | niak—N § on ae kungen 
=a Pano 
fee eee € hea) oe eee 
See 
1 1100! Sauer |1025/7,5600| 6,552 |86,7|0,42. 5,550,720 | 0,732 
2 1170) % |1025|7,8456) 6,888 |87,7|0,4536 |5,78)0,741 | 0,745 
Gallen- 
1175, ” |1026|7,8960] 6,9168|87,6 0,4536 |5,74/0,741 | 0,745] Dlasenfistel 
den 
4 1055) 4% |1025|7,4928) 6,4176] 85,6) 0,45696) 6,09) 0,792 | 0,755} Gmelin+ 
5 1025] % |1026|7,0224]5,8800! 83,7| 0,50736) 7,22|0,8352) 0,792} % + 
6 1020| 7% |1027/6,0816|4,8720) 80,1) 0,57792) 9,50) 0,865 | 0,825 Use 5s 
Gallen- ; 
Sore slo ap blasenfiste 
810 | 7%  |1028|5,9080|4,7040| 79,6)0,588 |9,95)0,864 | 0,870 anfgebun- 
den 
880 | 7% |1026|6,8000!5,3088| 84,2'0,56448! 8,960,864 | 0,805) Gmelin 
1089} %  |1025)6,8600)5,8800) 85,7|\0,5544 | 8,08] 0,8352) 0,755 Ue 
1095} %  |1025/7,1568]6,2160) 86,8) 0,46368)6,47|0,792 | 0,755 
5|1100| % |1024/7,6608! 6,7200] 87,7 0,46368| 6,05] 0,741 | 0,745 
1180] ”%  |1025)7,8966)6,9216| 87,7|0,4536 |5,74|0,720 | 0,755 


TABELLE II. 
(-)) i | 
A dM Eh et ed ae an: 
P o = | 2 arn- mmo- SC | a2 
3 Hal 2 lao 5 to} stoff-N | niak-N | Seo| 5 | Bemer- 
A E8|  |80 q § 3s kungen 
i ele ©. | 6 ee. teed ey 
1100 Sauer |1025|7,3752| 6,384 |86,5|0,42 _ |5,6910,648 | 0,738 
1170} °” —|1025)7,392 |6,4512|87,1|0,4217 |5,7 |0,6912| 0,732 
Gallen- 
5/1025) % |1026)7,4928|6,4680186,1|0,492 |5,61/0,648 | 0,738) blasenfistel 
unterbun- 
i. ion: 4 den 
1055 1025}7,0224|5,0144| 85,6|0.46368|6,64/0,720 | 0,750| Gmelin+ 
1089} % |1027/6,3000|5,1912)83,3]0,546 |8,66,0,8208) 0,780, 7 = + 
5/1020, % |1027/6,0816 5,0232|82,5|0,5628 |9,2510,864 | 0,810, % + 
Gallen- 
980 | ” |1028/5,908 |4,8652| 82,3/0,5786 |9,77,0,9648, 0,819| Plasenfistel 
aufgebun= 
4 en 
1065,” |1027/6,860 |5,779284,2|0.49964| 7,18 0,792 | 0,795] Gmelin-+ 
1100) % |1026)7,056 )5,9472|84,210,50904|7,21/0,792 | 0,786, 7 — 
1095] % —|1026|7,2596)6,1656)84,9|0,4872 |6,71)0,755 | 0,750 
1110) %  |1025|7,4256|6,3672|85,7|0.45528 6,130,720 | 0,741 
1125] ”  |1025)7,560 |6,5350|86,4/0,43176)5,71|0,648 | 0,738 
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TABELLE III. 


vi Bo z A ; I i : 
3 | Butt | D = Secs Harn. Am- 5) iS 
S|.3 g& 136] 2 a» | stoff-N mene | ae ee | bemer 
A ae Aol § go B 8 S's kungen 
OP | & ) Be eed Weare eae... |: ka 
1/9,1 [1180)sauer}1025]7,896 |6,9216 |87,7/0,4536 |5,74 |0,720 |0,755 
2/9,15|1200] ” |1026)7,8456 |6,87456|87,6|0,44016 |5,61 |0,774 | 0,750 
Gallen- 
3[9,16|1190| % 1025|7,8792 |6,9048 |87,60,44184 |5,61 |0,726 |0,7512| Piasenfistel 
2 : 2 unterbun- 
den 
4] 9,10]1150| ” |1025/7,476 | 6,47136)86,6)0,48552 |6,49 |0,732 |0,7566) Gmelin -+ 
5|9,05|1050| ” |1026|7,0728 |6.0648 |85,7|0,52954 |7;402|0,780 | 0,765 v4 
6] 9,10)1023| ” |1027|7,0056 |5,964 |85,1/0,53928 |7;697|0,828 |0,7728,  ” x 
eee 
7 : ol 7 25 8048 15.72. 3 Be blasenfistel 
9,05]101 1025/6,78048/5,7248 |84,4!0,603808 8,905/0,831 |0,813 | ven ste 
en 
8|9,10/1060| ” |1024)7,6272 |6,535° |85,6 0,486192)6,37 |0,8292 0,783 | Gmelin+ 
9]9,10/1055| % |1027|7,7616 |6,7368 |86,7/0,48552 |6,10 |0,825 |0,7788] % — 
10|9,15|1090| ” |1026|7,7952 |6,81552/87,4 0.45128 |5,66 |6,786 |0,7668 
11}9,10|1200| ” |1025|7,812 |6,8376 |87,5/0,4496_ [5,76 |0,777 |0,7572 
12/9,15|1185| ” |1026|7,85968|6,8746 |87,4| 044352 |5,604|0,774 |0,7572 


Aus der Tabelle ist zu ersehen, dass das Allantoin und die 
Phosphorsiiure bei experimentellem Stauungsikterus eine deut- 
diche Vermehrung und der Gesamtstickstoff und Harnstoffstick- 
stoff eine merkliche Verminderung zeigen. Dagegen zeigt der 
Ammoniakstickstoff der absoluten Menge nach und im Pro- 
.centgehalt vermehrte Werte. 

Aus den Daten geht hervor, dass der Eiweisstoffwechsel 
bzw. Purinstoffwechsel durch Stauung der Galle stark beein- 
flusst wird. Bei Stauungsikterus wird die Allantoin- und Phos- 
phorsiiureausscheidung im Harn vermehrt. Die vermehrte Al- 
Jantoinausscheidung geht parallel mit der Phosphorsiiureaus- 
-scheidung. 

Diese Tatsache weist darauf hin, dass die aus der Leber 
zurtickresorbierte Gallensiiure auf die Nucleasentiitigkeit der 
Organe und Gewebe einen férdernden Hinfluss ausitbt, eine 
Steigerung der Allantoinbildung aus den Nucleinen herbeiftihrt 
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urid damit eine Vermehrung der Ausscheidung im Harn her- 
vorruft. Die Phosphorsiure ist ein Bestandteil der Nucleine 
und die Vermehrung derselben im Harn ist deswegen wohl 
denkbar. Durch diese Tatsache ist bewiesen, dass die vermehrte: 
Ausscheidung der Harnsiure bei Stauungsikterus nicht durch 
die Verhinderung des Ausscheidens durch die Galle, sondern 
durch die von den in Organen oder Geweben diffusierten Gallen- 
siuren bewirkte, vermehrte Titigkeit der Nucleasen bedingt ist. 


ZUSAMMENFASSUNG 


1. Bei dem experimentellen, durch Injektion von Toluy- 
Jendiamin erzeugten Ikterus des Hundes und Kaninchens wird 
der Eiweissstoffwechsel im allgemeinen nicht beeinfiusst. Es. ist 
hierbei keine Verainderung in der Allantoin- und Phosphor- 
sdureausscheidung im Harn zu beobachten und der Gesamtstick- 
stoff, Harnstoffstickstoff und Ammoniakstickstoff im Harn zeigen 
-keine merkbaren Mengeveranderungen. , 

2. Der Eiweissstoffwechsel beim Hund wird bei: experimen- 
tellem Stauungsikterus beeinfiusst, und zwar mit Bezug auf 
den gesamten Kiweissstoffwechsel hemmend und auf den Nuclein- 
stoffwechsel fordernd, wie Karasawa bei Zufuhr der Gallensiuren 
in seinem Versuche mit Kaninchen beobachtet hat. 

3. Bei experimentellem Stauungsikterus wird die Aus- 
scheidung des Allantoins und der Phosphersiiure im Harn 
merklich erhéht und die vermehrte Allantoinausscheidung geht 
parallel mit der Phosphorsiureausscheidung. 


4. Durch diese Tatsache ist bewiesen, dass die vermehrte-: 


Ausscheidung der Harnsiure bei Stauungiskterus nicht durch 
die Verhinderung des Ausscheidens durch die Galle, sondern 
durch die Gallensiiurendiffusion in Organen und Geweben 
bedingt wird. 


pa er 


X 
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STUDIEN UBER DIE KATALYTISCHE SPALTUNG DES 
W ASSERSTOFFSUPEROXYDS DURCH DAS BLUT. 


I. Mitteilung, Uber die chemische Dynamik der Blutkatalase. 
VON 


KADZUE NOSAKA. 


(Aus der Med. Klinik von Prof. Dr. Ryokichi Inada, Kaiserl. 
Universitat zu Tokyo.) 


(Eingegangen am 2. Oktober 1927.) 
J. EINErtune. 


Bei den biologischen Untersuchungen tiber die katalytische 
Zersetzung des H,O, durch das Blut gelangte man bis jefzt nur 
zu Resultaten, welche keine einheitliche'Beantwortung der Frage 
gestatteten. Um vergleichende Messungen iiber die Stiirke 
einer Enzymwirkung anzustellen, kanrf als Mass nur die Ge- 
schwindigkeit der durch die Fermente veranlassten ¢hemischen 
Reaktion gelten, weil vollkommen reine Praeparate der F'ermente 
noch nicht hergestellt werden kénnen. Da die Fermente als 
Katalysatoren zu betrachten sind, so kann maglicherweise die 
nach kinetischen Gleichungen berechnete Geschwindigkeitskon- 
stante als Fermentmenge angesehen werden, wenn dies auch nur 
ein theoretisches Mass darstellt. 

In den Arbeiten friiherer Autoren tiber die chemische 
Kinetik der Katalase lassen sich gewisse Abweichungen erken- 
nen, welche sich auf Herkunft, Reinheitsgrad, Alter sowie Auf- 
bewahrungsweise der Katalase, beziechen. Bei Katalase aus Hefe 
(nach W. Issajeff), aus dem Blut (nach A. Bach), aus Blut, 
Fett und Boletus sealer (H. v. Euler) und bei der Milchkatalase 
(nach A. Faitelowitz) liess sich die Katalasereaktion einfach 
durch die Gleichung einer monomolekularen Reaktion aus- 
driicken. 

Allerdings hat schon G. Senter festvestellt, dass bei Hydro- 
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peroxydkonzentration héher als 1/80 normal und Temperaturen 
von mindestens aber 10° die Hiimasckatalyse eine Abweichung 
von der Reaktion erster Ordnung darstelle, d. h. die monomo- 
lekulare_ Konstante nahm wiihrend der Reaktion ab, was aller 
Wahrscheinlichkeit nach auf die Oxydation des Enzyms durch 
das H.O, zuriickzufiihren sei. Waentig und Steche haben 
durch ibre eingehenden Untersuchungen tiber die aus Blut 
gewonnene Katalase festgestellt, dass in der Regel die mono- 
molekulare Konstante einen mehr oder minder deutlich aus- 
gepriigten absteigenden Gang zeigte. S. Morgulis hat ftir 
diese Abweichung die Erklirung gegeben, dass die Kinetik der 
Ferment 
see) ee 
HO: 

hingig ist. Wird bei tiberschtissiger Fermentmenge der 
grésste Teil des H,O: zersetzt, so entspricht die Reaktion der 
Forme] erster Ordnung, reicht aber die Fermentmenge nur zur 
Zersetzung von 65 bis 80% des vorhandenen H,O, aus, so 
nimmt die Reaktion bimolekularen Verlauf an, und dazwischen- 
liegende Spaltungswerte kénnen gut durch die Formel einer 
anderthalb- molekuiaren Reaktion dargestellt werden. -Dafiir 
sprachen gleichfalls die Untersuchungen von P. Rona und A. 
Damboviceanu. 

Allerdings ist die durch diese drei Formeln berechnete 
Konstante nicht immer geeignet, bei einem Versuche verglei- 
chende Messungen anzustellen, z. B. tiber verschiedenen Kata- 
lasegehalt in tierischen und pflanzlichen Geweben. 

Die meisten anderen Autoren haben gleichfalls gefunden, 
dass bei einer héheren Peroxydkonzentration, bezw. bei einer 
héheren Reaktionstemperatur die monomolekularen Konstanten 
wihrend des Reaktionsverlaufes eine Tendenz zu fallen zeigten, 
was der Higenschaft des Substrats entspricht, das Enzym wiih- 
rend der Reaktion zu inaktivieren. 

Okey machte darauf aufmerksam, dass bei der Katalase- 
untersuchung vorsichtige Beobachtung notwendig sei, weil dies 
Ynzym sehr veriinderlich ist. 


Katalase von dem jeweiligen Mengenverhiltnis 


pers: 
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Pincussen hat konstatiert, dass trotz einer Reihe von Er- 
gebnissen bis jetzt noch kein abschliessendes Urteil tiber dic 
chemische Kinetik gefillt werden kann. 

EK. Yamazaki hat bereits frither auf seinen experimentelicn 
‘Untersuchungsergebnissen liber die Katalasewirkung basierend, 
mit Recht die Erklirung gegeben, dass sich bei diesen So 
gingen zwei voneinander unabhiingige chemische Reaktionen 
abspielen, niéimlich: 

1) Zersetzung des H,O, durch das Enzym 
und 
2) Zerstérung des Enzyms durch das Substrat. 

Diese beiden Reaktionen lassen sich nach seinen Angaben 
wie folgt darstellen 
dC 
dt 


Die Geschwindigkeit der ersteren mit der Gleichung — 


’HC....(1.) und die der tetzteren mit —7 =KEC ee oH) 
; 

wobei C und & die Konzentration des HzO. resp. der Katalase, 

und & und i’ die Reaktionskonstanite der Hydroperoxydzersetz- 

ung resp. Katalasezerstérung ausdrticken, 

ak /_ aC _i 


Integriert man die Gleichung =— so erhilt 
dt ce lg 


man 


iegeen 1 (GEat) Wee nme ce 


ao p= =0 ist, HE, und Cy bedeuten die Anfangs- 


| 
konzentration des Enzyms und des H,0,. Aus den Gleichungen 
(1.) und (8.) wurde folgendes berechnet : 


wobei A = 


os hi Cots al = fll 
C+A 
Nunmehr wird die Anfangsg reschw indigkeit berechnet: 
S| = [LE]}u9 = kEy oder & 
at t=0 
wobei t die Zeit bedeutet. Kann man bei der Blutkatalase- 
untersuchung die Geschwindigkeit der Katalasereaktion durch 
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diese mathematischen Gleichungen ausdriicken, so wird nicht 


nur die Anfangsgeschwindigkeit (< 


v 


) , sondern auch die 
t=0 


Geschwindigkeit der Abnahme der Katalase (=) wahrend der 


Reaktion berechnet. 

Obgleich bereits viele wertvolle Forschungen fritherer 
Autoren vorliegen, so méchte ich doch durch meine Mittei- 
lungen in dieser Arbeit etwas dazu beitragen, die chemische 
Dynamik der Blutkatalase zu kliren, weil diese Vorginge ja 
die Grundlage der allgemeinen Fermentforschung sein duerften. 


tl. EXpERIMENTELLE METHODIK. 


Die Blutkatalaselésung wurde in folgender Weise darge- 
stellt: Aus dem Ohrlaéppchen eines gesunden Menschen wurden 
ca 40cem Blut entnommen, in 100ccm destillierten Wassers 
gelést und diese Lésung kraftig umgeschtttelt. Nachdem 
die so hergestellte Blutkatalaselésung zwei Stunden lang bei 
Zimmertemperatur stehen blieb, war ihr Wert auf ein konstantes 
Niveau gebracht und ftir meine Versuche geeignet. 

Als Wasserstoffsuperoxydloesung verwendete ich Perhydrol 
(Merck) in einer Konzentration von etwa 0,015 N im Reaktions- 
medium. Die katalytische Zersetzung des H,0, wurde wie folgt 
beobachtet : 

Die Enzymlésung und das Wasserstoffsuperoxyd wurden 
zuerst im Thermostate auf die Versuchstemperatur gebracht, 
sodann vermischt, und dabei wurde dem Reaktionsgemiscth etwas 
Phosphatgemisch (pH=7.0) hinzugeftigt, um die pH des Reak- 
tionsgemisches konstant zu halten. Es wurde-nun das Niveau 
des Reaktionsgemisches durch Zusatz des ndtigen Quantums 
Wassers auf 64cecm gehalten; von Zeit Zu Zeit wurden Proben 
von je 8ccm dem Reaktionsgemische entnommen, in verdiinnte 
7 KMn0O, 
Lésung titriert. Die jeweilige Konzentration des H,0, konnte 


Hf,SO0, gegossen und das unzersetzte HO. mit ca. 
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somit in cem Permanganatiésung ausgedruckt werden. 

Wenn auch die Enzymlésung sehr kleine Mengen KMnO, 
zur Oxydation von anderen organischen Substanzen verbraucht, 
so kann dies doch durch beschleunigte Titration vermieden 
werden. Die Versuche wurden in einem Thermostate und 
gewohnlich bei 30° C. ausgefiihrt. 


Versuch T. 


Da angenommen wird, dass die Kinetik der Katalase vom 
Ferment 
H,0, 
meinen Versuchen zuerst sowohl die Reaktionsgeschwindigkeiten 
bei verschiedenen Konzentrationen des H.,O, (CH,0,=0.009— 
0.0359 normal), als auch bei verschiedenen Mengen der rohen 
Blutkatalaselésung, welche in oben erwihnter Weise hergestell. 
war, bei der Versuchstemperatur von 380°C. beobachtet. Die 

Resultate sind in Tabelle I angegeben. 
Die in der 38. Spalte der Tabelle angegebenen Zahlen sind 
die Konstanten, welche nach der monomolekularen Gleichung 


Sea Ae berechnet worden sind, wobei ¢, und ¢f, zwei 


tz—ty 2 
aufeinanderfolgende Zeitpunkte der Probeentnahme, sowie C\ 
und C; die ihnen entsprechenden Titrationswerte darstellen. 

Man sieht, dass in Tabelle I mit fortschreitender Reaktion, 
also mit abnehmender H,.O, Konzentration, die Konstante /y 
abnimmt, demnach verringert sich nach und nach die Zersetz- 
angsgeschwindigkeit und errcicht schliesslich scheinbar den 
Gleichgewichtszustand. Die wirkliche Anfangsgeschwindigkeits- 
konstante ist durch eine einfache Gleichung der monomolekularen 
Reaktion nur schwer zu erziclen. 

Wir wollen nunmehr nach der Gleichung yon EK. Yamazaki 
aus dem Verhiiltnis zwischen /; und C’ die Konstante ih’ 
berechnen, wie in Fig. 1 graphisch dargestellt. Man ersieht 
aus der Tabelle I und Figur 1, dass bei allen Versuchen cine 
gleiche Tendenz festzustellen war. Danach kounte 2’ mit ops, 


Mengenverhiiltnis: abhiingig ist, so wurden in 


hy = 


Kk. Nosaka: 


TABELLE I. 


KMnO,-Lisung = N/186.8 
E = Menge der Blutkatalaseldsung 


E C1120. t(Min.) | Cixmo, |0.43843 a a C' 0.4343 k 
0 53.6 
2.8 41.5 0.0398 47.55 0.0427 
5.95. 33.9 0.0278 Shell 0.0513 
4cecem 0.0359 N 9.75 28.9 0.0185 31.4 0.0511 
16.85 24.3 0.0105 26.6 0.0502 
94.35 21.9 0.0060 D250 0.0508 
99.85 20.8 9.0041 21.35 0.0516 
Mittelwert 0.0506 
0.4348 x k'=15.9 
0 26.8 
Zon 21.5 0.0456 94.15 0.0495 
8.15 12.45 .0392 : .053 
4cem | 0.0179 N 2 ose eee es 
URS: 8.9 0.0283 10.88 0.0520 
24 ab 5.9 0.0220 7.4 0.0509 
Mittelwert 0.0515 
0.4343 x k' =15.9 
0 13.4 
a 2.0 10.95 0.0488 12.18 0.0506 
4cem |0.00897 N 
4.5 oo 0.0462 9.58 0.0519 
7.6 6.1 0.0415. 7.65 0.0507 
Mittelwert 0.0511 


0.04343 x hk’ =15.9 
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C | 
E Oowe0. | t(Min.) | Crono, |0. 43439 2° te C' 0.4343 & 
0 26.8 
2.95 23.2 0.0212 | 25.0 0.0239 
9 = 
a bo 6.85 19.7 0.0182 21.45 0.0261 
11.3 17.2 0.0183 | 18.45 0.0256 
17.45 15.2 0.0087 | 16.2 0.0243 
27.9 13.3 0.0055 | 14.25 | 0.0240 
. Mittelwert 0.0248 
0.4343 xk’ =15.9 
0 13.4 
6.75 9.3 0.0235 11.35 0.0265 
Scem |0.00897N| 11.35 7.8 0.0166 8.55 0.0237 
17.8 6.3 0.0144 7.05 0.0237 
27.85 4.7 0.0127 5.5 0.0243 
. - Mittelwert 0.0245 
0.4343 x k’ =15.9 
0 26.8 
20 25.6 0.00996 23.2 0.0109 
6.25 23.6 0.00831 24.6 0.0115 
BCE OOO IN cas 21.9 0.00589 29.75 | 0.0118 
18.7 20.75 0.00340 21.33 0.0116 
26.0 20.2 0.00160 20.48 0.0109 
- Mittelwert —-0.0118 
0.4343 x k’ =15.9 
0 13.4 
2.5 12.4 0.0109 12.9 0.0115 
Icem | 0.00897 N 10.4 10.3 0.0102 11.35 0.0129 
16.9 3 0.0089 9.8 0.0118 
26.2 Se 0.0053 8.8 0.0120 
Ja ae ss Miittelwert =. 0.0121 
0.43438 x hk’ =15.9 
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bei 80°C. unabhiingig von der Konzentration der Katalase und 


des H,.O, 


berechnet werden. 


Das mit Hilfe dieses Wertes 


berechnete k& bleibt ziemlich konstant, wie aus der vierten Spalte 
In Tabelle II sind die bei den obigen 
sieben Versuchen erzielten 0.4843 k zusammengefasst: 


der Tabelle ersichtlich. 


TABELLE II. 


ae 
ae 


Cuno; ~~ lecm 2cem 4ccem 
0.009 N 0.0121 0.0245 0.0511 
0.0179 N 0.0118 0.0248 0.0515 
0.0359 N — a 0.0506 
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Es ist aus Tabelle II ersichtlich, dass bei bestimmter Fer- 
mentmenge mit wechselnder H,O,-Konzentration (CH,0,=0.009 
—0.0859 N) der Wert von k, unabhingig von der H,0.-Konzen- 
tration beinahe gleich bleibt. Es besteht jedoch keine strenge 
Proportionalitét zwischen /; und letzterer bei konstanter Sub- 
stratkonzentration und variabler Fermentmenge /: nimmt, wenn 
auch gering, immer in dem Masse regelmissig stiirker zu, wie 
es der Fermentmenge entspricht, und diese Abweichung lisst 
sich durch folgende empirische Formel ausdriicken: 


key =I E; ie 

Ie i, 
wobei &; und k, die Geschwindigkeitskonstanten bei den ver- 
schiedenen zugehérigen Katalasemengen EH, und F, bedeuten. 


m betrigt dabei 1.06, und in folgender Zusammenfassung wird 
eine gentigende Ubereinstimmung bestiitigt: 


Menge der 
Fermentlosung 1ecm 2.cem 4ccm 
k (beobachtet) 0.0117 0.0247 0.0511 
k (berechnet) 6.0118 0.0239 (0.0511) 


Versuche IT. 


Gleiche kinetische Untersuchungen wurden bei verschiede- 
nen Temperaturen ausgefiihrt, und die Resultate sind in Tabelle 
III angegeben: 

Bei allen Versuchen bemerken wir eine Abnahme der mo- 
nomolekularen Reaktionskonstante, ganz hesonders deutlich bei 
Versuchen, welche bei 40°C. ausgeftihrt worden sind. Es ist 
schon liingere Zeit bekannt, dass die Zerstérung der Watalase 
durch H,0,, welche bei niedriger Temperatur so klein ist, dass 
sie vernachlissigt werden kann, mit anstcigender Temperatur 
immer mehr und mehr hochgradig wird. k’ bleibt immer 
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TAR Ha Li 
KMnO,-Lésung = N/204.8 


4inC 
E | Cot | t (Min.) Cok 04 | 0.43 Se | 0.4343 k 
J. Versuchstemperatur 0°C. 
0 34.4 
11.25 27,2 0.00907 0.00958 
N i 
4ceem Be 16.55 24.1 0.00992 0.01006 
23. 21.1 0.00807 0.00996 
31.45 18.4 | 0.00768 0.00998 
| — Mittelwert 0.0099 
04343 % k= 1.93 
0 34.4 | 
| 56) ye 2a 4 0.0179 0.0185 
x 10.55 216. | 0.0210 | 0.0296 
| = | 
syeen 47.6 ae 4 bras 0.0170 0.0194 
24.95 129 | 0.0156 | 0.0187 
36.05 | 8.0 0.0176 | 0.0214 
Mittelwert 0.0201 
0.4343. x k’ =1.93 
II. Versuchstemperatur 13°C. 
| 
0 | 344 
2.65 | ae | 0.00487 0.00504 
N 775. | 3195 | 0.00376 0.00434 
Axe ——— | | 
eo 47, 144 | 301 |. 0.00890 0.00502 
| | 
SUT eas | 0.00326 0.00496 
Se Ge 0.00269 0.00489 
Mittelwert 0.00485 
ee 0.4943. k' = 4,08 
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E Cot202 t (Min.) Ciao, 0.4343 2 0.4343 k 
0 34.4 
2.05 32.65 0.01107 0.0114 
5.85 29,9 0.01005 0.0111 
hee N 10.4 27.3 0.00868 0.0106 
47.6 15.65 24.6 0.00863 0.0115 
22.25 22.15 0.00690 9.0106 
30.4 19.6 0.00652 0.0100 
40.85 17.1 0.00568 0.0110 
Mittelwert 0.0109 
0.4343 x hk’ = 4.08 
0 34.4 
1.8 31.8 0.0228 0.0233 
4.7 27,75 0.0180 0.0197 
4ccm A. 9.4 22.6 0.0190 0.0221 
ee 15.15 18.1 0.0167 0.0214 
24,55 12.8 0.0160 0.0203 
30.85 10.1 0.0163 0.0240 
Mittelwert 0.0218 
0.4343 x k’ =4.03 
III. Versuchstemperatur 20°C, 
0 17.2 
24 165 0.00750 0.0077 
6.2 15.5 0.00716 0.0079 
prvi se 12.65 13.9 0.00734 0.0088 
19.8 12.65 0.00572 0.0081 
28.25 11.4 0.00535 0.0085 
37.75 10.3 0.00465 0.0085 
Mittelwert 0.0083 
0.4343 x hk’ =7,23 
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E Co £1202 t (Min.) CxMn04 0.4319 RE 0.4343 k 
0 17.2 
1.9 16.1 0.0151 0.0154 
e 5.7 14.1 0.0152 0.0158 
2 eem 92.3 9.45 1232 0.0167 0.0192 
14.4 10.35 0.0144 0.0180 
22.95 8.1 0.0136 0.0183 
30.4 6.5 0.0117 0.0177 
Mittelwert 0.0172 
0.4343 x k’ =7.23 
0 34. 
1.9 38.4 0.00679 0.0071 
6.45 31.2 0.00648 0.0077 
ecu aa 12.95 23.6 0.00582 0.0086 
; 20.4 26.4 0.00467 0.0088 
28.35 24.75 0.00352 0.0088 
38.6 93.25 0.00262 0.0089 
Mittelwert 0.0083 
0.4343 x hk! =7.23 
0 34.4 
1.85 32.4 0.0141 0.0147 
5.0 29.3 0.0138 0.0160 
3 N 8.75 26.1 0.0134 0.0174 
«CC 
es 47.6 12.75 23.4 0.0119 0.0176 
19.7 20.0 0.0098 0.0174 
27.15 17.35 0.0088 0.0171 
37.0 14.8 0.0070 0.0180 
Mittelwert 0.0169 


0.4348 x k' =7.28 
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Ainc | 
E Cone02 t (Min.) Cxitnos 0.43.43 a 0.4343 k 
0 34.4 
3.8 26.5 0.0299 0.0323 
7.75 20.5 0.0282 0.0347 
. 11.25 16.4 0.0277 0.0373 
4 ccm 76 16.3 ed 0.0262 0.0382 
J 22.55 8.65 0.0283 0.0365 
31.3 5.7 0.0207 0.0364 
ae Mittelwert 0.0359 
0.4348 x k’ =7.28 
IV. Versuchstemperatur 40 C. 
0 34.3 
1.55 33.1 0.0100 0.0115 
F N 3.5 B27 0.0068 0.0111 
ee 47.6 6.0 31.65. 0.0024 0.0086 
10.3 30.9 0.0024 0.0101 
17.4 30.5 0.0908 0.0099 
Mittelwert 0,0102 
0.4343 x k’ =30.5 
: 0 34.3 
1.9 31.55 0.0191 0.0226 
x 3.9 29.9 0.0116 0.0207 
2cem fcr 7.0 8.5 0.0968 0.0197 
6 11.05 97.4 0.0042 0.0208 
17.7 25.8 0.0015 0.0197 
96.75 26.4 0.0008 (0.0200 
Mittelwert 0.0205 
0.4343 x b' =30.5 
a” te 0 34.3 
3.55 26.2 0.0302 0.0402 
N 6.15 23.0 0.0218 0.0462 
4 ccm 47.6 10.35 20.4 0.0124 0.0443 
16.0 18.55 0.0073 0,048 
29.85 17.4 0.9040 0.0453 
Mittelwert 0.0442 
0.4343 x k' =30.5 
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konstant bei einer bestimmten Temperatur. Die Konstanten 
k, welche nach der Gleichung von Yamazaki berechnet wurden, 
bleiben fast konstant, und es wird bei diesen Versuchsreihen 
in derselben Weise wie beim Versuch I eine leichte regelmassige 
Abweichung der Proportionalitit zwischen k und der Ferment- 
menge gefunden. 

Auch diese Beziehung wird klar durch oben genannte 
Formel dargestellt. Die nachstehende Zusammenfassung lisst 
folgende Resultate erkennen: 


TABELLE IV. 


00. 18°C: 20°C. 40°C. 
Femp.|  m=1.07 m=1.08 m=1.06 m=1.06 


ses ge- j|berech-| ge- |berech-| ge- |berech-| ge- | berech- 
funden| net |funden| net |funden| net | funden net 


il 0.0049 | 0.0049 | 0.0083 | 0.0083 | 0.0102 | 0.0102 
2 0.0109 | 0.0105 | 0.0169 | 0.0172 | 0.0205 | 0.0212 


| 


3 0.0099 | 0.0096 | 0.0218 | 0.0218 | 0.0359 | 0.0359 | 0.0442 , 0.0442 


4 0.0201 | 0.0201 


Es war interessant zu beobachten, dass sich bei dieser 
Versuchsreihe, unabiingig von den Versuchstemperaturen, die 
Konstante m genau konstant verhielt, was wahrscheinlich von 
der Natur der Katalase abhingig war. Bei Blutkatalase, welche 
nach der von mir vorher angegebenen Methode hergestellt war, 
bestiitigte sich, dass der Wert von m durchschnittlich 1.07 
betriigt. 

Aus den oben mitgeteilten Resultaten geht hervor, dass die 
chemische Kinetik der Blutkatalase nach der Gleichung von 
Yamazaki aufgestellt werden kann. Da die Abweichung der 
Proportionalitét zwischen k und der Menge der Katalaselésung 
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sehr klein ist, so erscheint diese Gleichung gecignet die Stiirke 
der katalytischen Hydroperoxydzersetzung durch die unbehan- 
delte Blutkatalase quantitativ zu bestimmen. 


Il. Eryrnuss pes Srercxs. 


Da es sich bei unseren T’ermentlésungen um kolloidale, 
infolgedessen in ihrem Lésungszustande leicht veriinderliche 
und stets mit mehr oder weniger grossen Mengcn von Fremd- 
stoffen verunreinigte Lésungen handelte, konnte sich die Kinetik 
der Katalase vielleicht auch auf die Art und Menge der Beeglecit- 
stoffe beziehen. Die in den nattirlichen Gewebsfliissigkeiten 
vorkommenden Substanzen scheinen neben der Blutkatalase die 
wichtigste Bedeutung zu haben. 

Mit Riicksicht auf diesen Gesichtspunkt habe ich den Ein- 
fluss des Serums auf den Verlauf der H,O,-Zersetzung untersucht. 
Die auf Grund dieser Erwiigung angestellte Versuchsreihe ist 
in Tabelle V aufgefiihrt. 

Um das Blut méglichst vollstiindig vom Plasma zu trenuen, 
wurde defibriniertes Blut dreimal mit physiologischer NaCl 
Lésung gewaschen und die zu untersuchende Blutkatalaselésung 
auf die bereits oben erwiihnte Weise damit bereitet. 

-Serumlésung warde in einer Konzentration von ea. 1:2000 
angewendet ung zeigte an sich keine Katalasewirkung. 

Ausser der Variierung der Konzentration des Serums in dem 
Reaktionsgemische wurden die Versuche unter genau den. ¢leichen 
Versuchsbedingungen angestellt, und es war dabei unnitig, die 
Ineubationszeit zu beriicksichtigen, um die Wirkung des Serums 
auf die Katalase in den Gleichgewichtszustand zu bringen. 

Es ist ersichtlich, dass, je hoéher dic Konzentration des 
Serums im Reaktionsmedium ist, um so mehr der /’-Wert 
abnimmt, wiihrend der /:-Wert bei allen Versuchen unteremander 
gleich bleibt. (Siche Tab. V1). 

Daraus kann man schliessen, dass Serum weder aktivicren d 
noch hemmend auf die Zersetzungsgeschwindigkeit des I-.0, 
einwirkt, sondern sogar mit verselwvindend kleinen Mengen 
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TABELLE V. 


E = 2ccm. 


Gesamtes Volumen des Reaktionsgemisches = 64.¢cm. 


Con 0,= 0-0181 N 


KMnO,-Losung = N/186.8 
Versuchstemperatur = 30°C. 


as t (Min.) Cxmn0s 0.4343 4122 oF 0.4343 k 
0 27.0 
3.3 22.95 0.0217 0.001507 | 0.0248 
6.9 19.9 0.0169 0.001561 0.0254 
10.2 17.9 0.01396 0.001679 | 0.0263 
freee 17.05 15.4 0.00955 0.001572 | 0.0263 
22.6 14.2 0.00635 0.001505 | 0.0250 
28.55 13.3 0.00494 0.001557 0.0251 
34.85 12.8 0,00318 0.001290 | 0.0244 
41.75 122 0.00302 0.001580 | 0.0251 
48.8 11.8 0.00203 0.00143 0.0248 
0.00152 0.0251 
Mittelwert) |(Mittelwert) 
0.4343 x k' = 0.00152 +0.0000910 
=16.7 
0 27.0 
2.75 23.3 0.0233 0.001545 | 0.0251 
ae 5.75 | 20.4 0.0193 0.001640 | 0.0270 
10.05 | 17:9 0.0132 0.001454 | 0.0250 
14.55 16.1 0.0102 0.001474 | 0.0252 
25.05 13.7 0.00668 0.001384 | 0.0248 
| 0.00159 0.0254 
(Mittelwert) 


‘Mittelwert) 


0.4345 x hk’ =0.001500+0.0009910 


=16.5 
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menge | ?(Min.) | Cxvno, | o.43ag ZC | OURS | 0.4343 2 
0 27.0 

3.1 23.1 0.0219 0.001403 0.0247 

6.9 19.8 0.0176 0.001467 0.0256 

4ccm 10.75 17.6 0.0133 0.001438 0.0252 

17.6 15.1 0.0097 0.001405 | 0.0249 

25.15 13.4 0.0069 0.001437 0.0251 

34.35 12.1 0.0048 0.001454 0.0202 


(Mittelwert) 0.001434 0.0251 
0.4348 x k’ =0.00143 +0.0000910 


=15.7 
0 27,0 
3.1 22.9 0.0231 0.001394 0.0259 
6.85 19.6 0.0180 0.001399 0.0259 
8 ccm 
10.4 17.3 0.0153 0.00152 0.0270 
25.1 12.95 0.0086 0.00127 0.0248 
34.4 11.65 0.0049 0.00125 0.0250 
(Mittelwert) 0.00137 0.0257 
0.4348 x k’ =0.00137 +0.0000910 
=105.1 
0 27.0 
2.75 23.4 0.0226 0.001262 0.0249 
6.2 20.2 0.0185 0.001275 0.0253 
16 ccm 10.65 17.4 0.0146 0.001270 0.0250 
15.45 15.3 0 0115 0.001270 0.0250 
22.75 13.2 0.0088 0.001266 3.0250 
29.55 11.9 0.0066 0.001258 0.0250 


(Mittelwert) 0.001267 0.0250 
0.4848 x k’ =0.00127 + 0.0000910 
14.0 
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TABELLE VI. 


Menge der 0 2 4 


Serumlosung 8 16 
0,4343 x kh’: | 16.7 16.5 ‘| 15.7 15.1 14.0 
0.4343 x k x 10? | 


2.54 2.64 2.51 2.57 | 2.50 


einen schiitzenden Einfluss gegen die Zerstérung der Blutkatalase 
durch H,0, ausiiben kann. Issajeff sowie Wantig und Steche 
haben die gleiche Erscheinung bereits qualitativ beobachtet, und 
nunmehr kann der Grad der Schutzwirkung des Serums zahlen- 
missig ausgedriickt werden, wenn der Verlauf der Blutkatalase- 
reaktion nach der Gleichung von E. Yamazki berechnet wird. 


IV. ENriuss DER WaASSERSTOFFIONENKONZENTRATION. 


Viele Forscher (G. Senter, Issajeff, Wantig, Steche u. 
a.) haben schon vor langerer Zeit tiber den Einfluss verdtinnter 
Sduren und Basen auf die Katalase Untersuchungen angestellt, 
jedoch hat Sdrensen (1909) zum erstem Mal die Aktivitats- 
pH-Kurve der Katalase aus Leber angegeben. Er hat mittels 
seiner Puffergemische gefunden, dass es ein Wirkungsoptimum 
bei der Katalasereaktion gibt, welches sich bei 0°C. in der Nahe 
von pH=7 bewegte. Spater haben Michaelis und Pechstein, 
Morgulis, P. Rona, A. Domboviceanu u.a. die Versuche 
von Sérensen nachgepriift, und es liessen sich ihre Ergebnisse 
mit den Befunden von Sérensen sehr gut in Einklang bringen. 

Als Optimale pH der Blutkatalase hat Okey gleichfalls 
pH=7, Walling und Stoland jedoch pH=8,9 angegeben. 
Bodansky hat gewisse Abweichungen in seiner Arbeit tiber 
Blutkatalase beobachtet, allerdings verhielten sich seine Ver- 
suchsbedingungen ein wenig anders als die vorher beschriebenen. 
Nach seiner Arbeit ist der zeitliche Verlauf der H20,-Zersetzung 
bei verschiedener Wasserstoftionenkonzentration nicht einheitlich, 
bei kurzen Versuchen wurde z. B. 2 Min. pH=10,5 Min. pH=8, 
10 Min. pH=7,5 festgestellt. 
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Beziiglich des Einflusses auf die Reaktionskinetik ist’ noch 
nichts Abschliessendes bekannt geworden. Auf Grund friiherer 
Ergebnisse erscheint es mir notwendig, die chemische Kinetik 
der Blutkatalase, besonders die Zerstérung der Katalase durch 
“H.02, bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration zu stu- 
dieren. Als Puffergemische wurden Acetat- Phosphat- und 
Boratgemische gebraucht, welche vor den Versuchen jedesmal 
mittels der Gaskettemethode kontrolliert wurden. 

Versuchstemperatur 20°C. 

Nachdem die bestimmte Menge Blutkatalaselésung mit dem 
Puffergemisch gemischt und ca. 80 Minuten Jang (Incubations- 
zeit) im Thermostat stehen gelassen worden war, wurde die 
H,O,-Lésung zugesetzt. 

Die Resultate sind in Tabelle VII angegeben. 

Dass héhere Hydroxyd- und Wasserstoffionen eine stark 
schwichende Wirkung auf die Blutkatalase ausiiben, geht aus 
Tabelle VII mit voller Sicherheit hervor, 

Die Katalasewirkung hat unter den gegebenen Versuchsbe- 
dingungen ein breites pH Optimum in der Nahe des Neutra- 
litétspunktes, wie bereits frither viele Forscher bei verschie- 
denartigen Katalasen beobachtet haben. 

Auf Grund dieser Beobachtungen erscheint es sehr bemer- 
kenswert, dass, im Gegensatz zu Bodansky’s Befund, die Zer- 
stérung der Blutkatalase durch H,0, von der Wasserstoffionen- 
konzentration,.kaum abhingig ist, weil der Wert von k’ bei 
verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen fast gleich bleibt. 

Dass k’ bei Versuchen mit héherer OH- und H- Ionen- 
konzentrationen ein wenig kleiner wird, scheint dadurch verur- 
sacht zu sein, dass im Reaktionsmedium, im Vergleich mit 
aktiver Katalase, relativ viel fremde Schutzsubstanzen vorhanden 
waren. 


V. ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die katalytische Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds 
wurde bei CH,0,=0.009—0.036 normal untersucht mittels einer 
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TABELLE VII. 
Das gesamte Volumen des Reaktionsgemisches = 64 ccm 
E=2cem CoH, 0, =0-0229 N 
KMn0O,-Losung=0.00492 N 
Versuchstemperatur = 20°C’ 
PH t (Min.) Ciemnds 0,4343 4 ae 0.4343 
0) 37.2 
Piel 37.0 0.00110 0.0012 
7.0 36.4 0.00145 0.0017 
os 14.1 35.9 0.00085 0.0014 
25.0 35.2 0.00079 0.0016 
36.65 34.6 0.00055 0.0017 
Mittelwert 0.0015 
0.43438 k'=5.75 
0 37.2 
2.0 35.3 0.01135 0.0118 
4.95 S207 0.0113 0.0128 
4.56 9.95 29.4 0.0093 0.0122 
16.17 25.9 0.0085 0.0127 
25.05 22.8 0.0065 0.0127 
30.95 19.75 0.0057 0.0134 
Mittelwert 0.0126 
0.4343 k' =5.75 
0 37.2 
2.35 33.9 0.02046 0.0216 
6.2 28.5 0.01756 0.0212 
5.17 11.25 24.15 0.01422 0.0204 
16.95 20.7 0.01173 0.0211 
24.45 17.5 0.00973 0.0200 
35.15 14.1 0.00876 0.0209 
Mittelwert 0.0209 


0.4345 x k'=6.79 


Katalytische Spaltung des’ Wasserstoffsuperoxyd. 295 


jes! 


5.94 


6.45 


t (Min.) 


4inC 


Cxn0a 0.4343 Tee 0.4343 k 

0 37.0 
2.5 32.0 0.02402 0.0244 
6.1 26.8 0.0222 0.0264 
10.1 22.6 0.0180 0.0248 
14.55 19.1 0.0164 0.0253 
20.2 16.1 0.01312 0.0238 
29.6 11.8 0.01434 0.0267 
Mittelwert 0.0252 

0.43438 x k’ =6.62 

0 37.2 
1.95 33.8 0.0214 0.0233 
4.45 29.8 0.0219 0.0253 
8.9 24.5 0.0191 0.0247 
13.8 20.25 0.0169 0.0251 
19.95 16.3 0.0153 0.0258 
27.6 13.0 0.0129 0.0253 
37.95 9.75 0.0121 0.0264 
Mittelwert 0.0249 

0.4343 x k'=6.62 

0 Byer 
2.0 Ba.1 0 0254 0.0264 
4.7 28.75 0.0226 0.0261 
8.75 23.9 0.0198 0.0258 
13.6 19.7 0.0173 0.0258 
19.7 15.9 0.0153 0.0260 
27.95 123 0.0135 0.0263 
37.6 9.4 0.0121 0.0267 
Mittelwert 0.0262 


0.43438 x kh’ =6.62 
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PH t (Min.) Ckmn0q 0.4343 a 0.4343 k 

0 37.2 
2.05 33.0 0.0242 0.0254 
5.75 27.45 0.0216 0.0255 
6.99 9.2 23.2 0.0212 0.0278 
16.0 17.05 0.0174 0.0269 
20.85 15.0 0.0141 0.0258 
£6.85 12.3 0.0144 0.0274 
35.95 9.25 0.0131 0.0278 
Mittelwert 0.0268 

0.43438k' x =6.62 

0 87.2 
2.3 32:6 0.0249 0.0263 
e 6.6 26.25 0.0219 0.0262 
gos 10.5 21.85 0.0204 0.0277 
14.85 18.55 0.0163 0.0258 
22.25 14.3 0.0154 0.0275 

Mittelwert 0.0267 
0.4343 x k’ =6.62 

0 37.2 
1.85 33.8 0.0225 0.0234 
4.65 28.9 0.0243 0.0275 
9.45 3.1 0.0203 0.0265 

7.64 

14.6 18.8 0.0173 0.0263 
20.7 15.2 0.0151 0.0263 
27.55 12.25 0.0137 0.0267 
38.3 9.1 0.6120 0.0267 
Mittelwert 0.0262 


0.4343 x k' =6.64 
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PH 


8.40 


9,21 


9.83 


| 


41nd 


t(Min.) CkMnOg | 0.4343 aa | 0.4343 & 

0 37.2 
1.9 33.8 0.0219 0.0227 
4.75 29.2 0.0223 0.0250 
8.85 24,2 0.0199 0.0250 
14.75 19.5 0.0159 0.0233 
21.35 15.4 0.0155 0.0250 
29.4 abel 0.0130 0.0243 
35.9 10.35 0.0106 0.0281 
Mittelwert 0.0241 

0.4348 x k’ =5.75 

0 37°2 
Eo 34.35 0.0182 0.0188 
4.7 30.1 0.0205 0.0229 
8.8 25.8 0.0165 0.0208 
15.45 20.8 0.0141 0.0208 
23.55 16.5 0.0124 0.0218 
Bae7, 13.0 0.0102 0.0210 
Mittelwert 0.0209 

0.4343 x k’ =5.75 

0 37.2 
Zyl 34.7 0.0144 0.0149 
4.95 31.8 0.0133 0.0159 
9.8 27.8 0.0120 0:0152 
16.25 23.7 0.0107 0.0157 
23.75 2033 0.0090 0.0155 
82.45 17.5 0.0074 0.0154 
Mittelwert 0.0154 


0.4348 x hk’ =5.27 
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Blutlésung, welche ohne Vorbehandlung in wassriger Lésung 
in ziemlich unreinem Zustand hergestellt worden war. 

2. Die chemische Kinetik passt sich im allgemeinen bei 
verschiedenen Versuchstemperaturen nicht der Gleichung erster 
Ordnung, sondern ziemlich genan der Gleichung von Yama- 
zaki an. 


LR 6 
dt 

_oE _yac. 
dt 


Danach kann also die Aufangsgeschwindigkeitskonstante 
(4 ine =k berechnet werden. 

4t t=0 

3. Bei variabler Fermentmenge ergibt sich keine strenge 
entsprechende Proportionalitét von &. Diese nimmt gering- 
fiigig schneller zu, als es der Fermentmenge entsprechen wurde. 
Durch folgende Gleichung lassen sich diese Verhdltnisse bei 
verschiedenen Temperaturen darstellen. 


hy _ m=1.07 
m bleibt bei den verschiedenen Temperaturen immer gleich. 

4. Das Serum tbt keinen Einfluss auf die Reaktion der 
H,0.-Zersetzung durch das Enzym aus, sondern verhdlt sich 
der Zerstérung der Katalase durch H:O, gegeniiber schiitzend. 

5. Es wird ein betraichtlicher Einfluss der Wasserstoff- 
ionenkonzentration bemerkt und das pH-Optimum der Bliitkata- 
lase liegt in der Nahe von pH=7.0, ein ziemlich breites pH 
Optimum. 

6. Das Wasserstoffion beeinflusst allerdings kaum die Zer- 
storung der Katalase durch H,O,. 
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STUDIEN UBER DIE KATALYTISCHE SPALTUNG 
DES HO, DURCH DAS BLUT. 


II. Mitteilung. 
Uber den Einfluss der Temperatur auf die Blutkatalase. 
Von 
KADZUE NOSAKA., 


(Aus der Med. Klinik von Prof. Dr. Ryokihi Inada, Kuisert. 
Universitat zu Tokyo.) 


(Eingegangen am 2. Oktober 1927.) 
EINLEITUNG. 


In meiner ersten Mitteilung habe ich klargelegt, wie man 
die chemische Kinetik der Blutkatalase bei CH,0,=0.009— 
0.03859 normal durch die Formel von E. Yamazaki ausdriticken 
kann. Da man also die Aktivitit der Blutkatalase mittels der 
Yamazaki’schen Formel gut berechnen kann, sah ich mich 
veranlasst, den Einfluss der Temperatur auf die Katalasereaktion 
nochmals einer eingehenden Untersuchung zu unterwerfen, wie 
dies schon durch G. Senter, Issajeff, Euler, E. Yamazaki 
u.a. geschehen ist. ‘Waéhrend aber diese Autoren sich darauf be- 
schriinkt haben, bei ziemlich niedrigen Temperaturen verglei- 
chende Versuche auszufiithren, wurden meine Untersuchungen 
auf einer bedeutend breiteren Temperaturbasis ausgeftihrt, und 


zwar von 0) bis 50°C. 
Versuch I. 

Das Versuchsverfahren und die angewandte Blutkatalase- 
lésung war so, wie es in meiner ersten Mitteilung beschrieben 
ist, und das Reaktionsgemisch wurde vor dem Versuch stets 20 
Minuten auf der jeweiligen Versuchstemperatur gehalten. 

: * Ao ° -O QnoO oFo° ane a-o raXe) 

Die Versuche wurden bei 0°, 7°, 15°, 20°, 25°, 30°, 35°, 40 
und 50°C. unter sonst gleichen Versuchsbedingungen ausgefiihrt. 


Die Resultate gehen aus der Tabelle I hervor: 
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TABELLE I. 
Das gesamte Volumen des Reaktionsgemisches = 64¢cm. 
E = 4ccem. Coy,0, = 0.0226 N 
KMn0O,-Loésung = 0.00518 N 
“ih ; ; 41nC 
one Temperatur| ¢(Min.) Cxun04 0.4343 rr 0.4343 k 
0 34.9 
4.15 29.05 0.0192 0.0196 
1 0 9.5 24.0 0.0153 0.0165 
16.45 ligietl 0.0190 0.0206 
24.4 12:2 0.018) 0.0205 
34.0 8.8 0.0165 0.0194 
Mittelwert 0.0194 
0.4343 x &’ =1.37 
0 34.9 
4.15 26.6 0.0284 0.0293 
2 ie 9.85 20-1 0.0214 0.6237 
16.2 14.4 0.0228 0.0265 
32.5 6.0 0.0233 0.0285 
Mittelwert C.0270 
6.4343 x k' =2.37 
0 34.9 
4.0 25.5 | 0.0341 0.0369 
3 15° 8.3 18.4 0.0306 0.0358 
14.65 12.2 0.0281 0.0359 
21.4 9.25 0.0329 (0.0326) 
Mittelwert 0.0359 
0.4343 x k' =4.55 
0 34.9 
2.6 27.8 0.0418 0.0430 
4 20° 5.6 21.55 0.0869 0.0432 
10.9 14.25 0.0339 0.0446 
15.6 10.3 0.0300 0.0443 
22.75 6.6 0.0271 0.0437 
Mittelwert 0.0488 
0.4343 x k’=7.16 
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Versuchs 3 
See Temperatur, ¢(Min.) Cxmno,4 0.4343 ane 0.4343 7: 
0 34.9 
Pp us 28.0 0.0425 0.0454 
5 95° 4.9 FA 0.0380 0.0463 
8:45 1U AO) 0.0327 0.0457 
12.95 12.55 0.0293 0.0464 
22.9 Meo 0.0237 0.0449 
Mittelwert 0.0457 
0.4343 x k'=9.66 
0 34.9 
22 28.3 0.0413 0.0457 
6 30° 5.7 21.5 0.0342 0.0474 
8.35 18.0 0.0291 0.0491 
BSA 14.0 0.0230 0.0481 
23.4 9.5 0.0163 0.0469 
Mittelwert 0.0474 
0.4384 x k =15.00 
0 34.9 
1.8 29.4 0.0414 0.0472 
7 35° 4.15 24.25 0.0348 0.0527 
7.45 19.8 0.0267 0.0536 
sre 16.2 0.0166 0.0519 
23.4 12.65 0.00995 0.0528 
Mittelwert 0.0517 
0.4848 x k’ =23.64 
0 34.9 
1.4 29.9 0.0480 0.0557 
8 40° 3.9 24.1 0.0375 0.0619 
7.05 21.4 0.0164 0.0540 
13.0 18.4 0.0110 0.0574 
23.9 16.55 0.0042 0.0581 
Mittelwert 0.0574 
0.4343 x k' =34.10 
0 | 34.9 4 
1.6 29.95 0.0415 0.0553 
9 59° Beaty i 26.5 0.0193 0.0566 
8.85 95.15 0.6050 0.0557 
14-4 25.0 0.0005 0.0555 
; Mittelwert 0.0558 
0.4348 x k’ =63.70 
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Bei meinen Versuchen verschwand fast vollkommen, wie 
zuerst von G. Senter und danach von vielen anderen Autoren 
angegeben, die schddliche Wirkung des H,0, auf die Blutkata- 
lase bei 0O°C, und deshalb war der Abfall der monomolekularen 
Konstante wihrend der Reaktion nur sehr klein. 

Bei héheren Temperaturen stellte sich heraus, dass die 
Temperatur bei Blutkatalasewirkung einen starken Einfluss nicht 
nur auf die Geschwindigkeit der Peroxydspaltung, sondern auch 
auf die Zerstérung der Katalase durch H,O, ausiibte. Da die 
letztere dabei durch die 
Vg ss ; Temperatur noch star- 
a 040283 | ker als die erstere 
4 | beeinflusst wurde, so 
| | | nahm die Geschwin- 


diskette — 2 
dt 


rascher 


mit dem Verlauf der 
Reaktion ab, und zwar, 
je hdher die Tem- 
peratur, desto rascher 
sisiterte sich die Zer- 
setzung des H;,O.. 

Es geht also aus 
diesen Versuchen deut- 
lich hervor, dass es 
nicht angingig ist, 
einfach aus der wah- 
rend einer bestimmten 
Zeitdauer zersetzten H,0,-Menge das Mass der Aktivitit der 
Blutkatalase zu berechnen. Man muss also bei katalytischer 
Zersetzung durch Blutkatalase, besonders bei héheren Versuchs- 
temperaturen, wie schon oben erwihnt, zwel voneinander 
unabhingig vorkommende Reaktionen klar untersucheiden: 

1) Zersetzung des H,O, durch Katalase. 

2) Zerstérung der Katalase durch H,0.. 


Fig. 1. 
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Die Temperaturkurve beider Reaktionen wurde in Figur 
dargestellt. & bildete hier ein sehr breites Optimum bei unge- 
fahr 40°C. Dahingegen war k’ eine Steilkurve und besass kein 
Optimum. 

‘ Die Temperaturkoeffizienten sind wie folgt berechnet: 


_Frx0 4.49 fiir Temperaturintervalle zwischen 0 und 20°. 
t 
! 

ki x0 _9 99 fiir Temperaturintervalle zwischen 0 und 35°, 


vt 
Die mit diesen Koeffizienten umgerechneten Zahlen waren bei- 
nahe den experimentellen Werten gleich. 


TABELLE II. 
Versuchs- | ie ik k' k' 
temperatur.| (beobachtet) (beobachtet) (berechnet) (berechnet) 

0° 0.0194 0.0199 esse 157, 

ie 4 0.0270 0.0264 2.39 2.39 
15° 0.0359 0.0359 4.55 4.50 
20° 0.0438 0.0442 7.16 6,83 
25° 0.0457 9.66 10.22 
30° 0.0474 15.00 15.30 
35° 0.0517 23.64 22.91 
40° 0.0574 34.10 34.28 
50° 0.0558 63.70 51.17 


Falls man diese k und k’ Wert fiir die empirische Gleichung 
kh A T-T, 
ke 7 TT, 
so kann Ag =6480 fiir die Temperaturintervalle zwischen 0°—20 
und Ag)=14600 fiir Temperaturintervalle zwischen 0°—35° 
ermittelt werden. Schon friher hat G. Senter mit Katalase 
aus Blut, und Nordefeldt mit Fettkatalase ohne Beriicksichtig- 
ung der Katalasezerstérung durch H,0, wahrend des Reak- 
tionsverlaufes Untersuchungen angestellt, und diese Autoren 
haben folgende Koeffizienten gefunden: 


nach van’t Hoff-Arrhenius /n — verwendet, 


° 
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= = re ; 
Autor Katalaseart peaiint aaa A 

G. Senter aus Blut 0 —10 1.42 6100 

Nordefeldt aus Fett 0.—20 1.4 6100 


E. Yamazaki hat bei Katalase aus Phyllostachys mitis Riv. 
und Glycine hispida Maxim. folgende Temperaturkoeffizienten 
zwischen 0 und 25° festgestellt: 


= , Temperatur- Kr +10 Ke! +10 : 
Katalaseart ictervall ar race hk? Atk) 
Phyllost. mit. © 9K0 
Riv, 0°—25 UAL 1.40 5330 
Glyc. hisp. Max: 0 —25° 1.18 1.85 
Rinderblut 0 —25° 1.28 1.63 


Es hat den Anschein, als ob der Temperaturkoeffizient nicht 
nur von der Muttersubstanz, sondern auch von der Behand- 


lungsweise der Katalase abhiangig sei. 


Versuch IT. 


Bei héheren Tempertauren als 40°C. muss man ausser der 
Katalasezerstérung durch H,O, auch noch einen zweiten Inak- 
tivierungsvorgang beriicksichtigen, ndmlich die irreversible 
Zerstérung der Katalase durch Hitze. Die in Tabelle II an- 
gegebene k! bei tiber 40°C. ist also je nach Starke der Hitze- 
Inaktivierung etwas grésser als die wirkliche k’. 

Um in dieser Hinsicht Klarheit zu schaffen, wurde die 
Abnahmegeschwindigxeit der katalytischen Kraft der Blutkata- 
laselésung bei héheren Temperaturen als 40°C. festgestellt. 

Die Wasserstoffionenkonzentration der Blutlésung wurde 
durch Phosphatgemische (Ph=7.0) auf konstantem Niveau ge- 
halten und in einer peinlich reinen Flasche erhitzt. Dann 
wurden von Zeit zu Zeit Proben entnommen, auf 30° gekiihlt, 
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und die katalytische Wirksamkeit bei:80°C. in oben erwiihnter 
Weise bestimmt. 

Diese Versuche wurden bei 40°, 50°, 60°, 65° und 70° 
ausgefiithrt und sind in Tabelle III angegeben. Die Parallel- 
versuche sind nicht, wie bei anderen Versuchen, sehr gut 
miteinander tibereinstimmend gefunden worden. 


TABELLE III. 


Erhitzungs- Erhitzungs- oh Be 
temperatur. dauer. (Min) UE o/o 0.4343 ke 
0 0.0466 100 
40°C. 60 0.0400 86 0.00111 
90 0.0389 84 0.00065 
0 0.0466 100 
15 0.0415 89 0.00336 
50°C. 30 0.0401 86 0,00218 
45 0.0393 84 0.00165 
6) 0.0384 2, 0.00140 
0 0.0466 100 
2 0.0050 
60°C. 15 0.039 84 00501 
45 0.0328 70 0.00339 
75 0.0265 57 0.00327 
0 0.0466 100 
65°C. 15 0.0185 40 0.00267 
30 0 
0.0466 
me { 2 
15 0 


Es ist aus der Tabelle III ersichtlich, dass die Geschwin- 
digkeit der Zerstérung durch Erhitzen mit zunehmender Tem- 
peratur schnell wichst, wihrend am Anfang des Erhitzens 
das Inaktivwerden der Blutkatalase sehr gross ist. Bei héheren 
Temperaturen verringerte sich die Aktivitéit der Blutkatalase 
ausgepriigt und hatte bei 50°C. innerhalb 30 Minuten 14 no 
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und nach 60 Minuten 18 % eingebiisst, sowie bei 60°C. inner- 
halb 15 Minuten 16% und nach 45 Minuten 30%. In der 
fiinften Spalte der Tabelle ist 0.4343 k, als Reaktion erster 
Ordnung berechnet worden, wobei k, stets mit zunehmender 
Erhitzungsdauer abnimmt. Tamman hat zuerst auf Grund 
seiner Versuche tiber die Hitzeinaktivierung des Emulsins fest- 
gestellt, dass dabei die Verlustgeschwindigkeit des Enzyms nach 
der monomolekularen Formel ausgedriickt werden miisste, 
was Arrhenius bei Labuntersuchungen und Madsens und 
Walburn bei Verwendung von Pepsin bestatigt haben. Euler 
und Laurin haben jedoch festgestellt, dass fiir die Hitzeinakti- 
vierung der Saccharase die monomolekulare Gleichung ungiiltig 
war. 

Allerdings ist durch meine Beobachtung tbereinstimmend 
mit Senter’s Angabe konstatiert worden, dass das Inaktivwerden 
durch Hitze bei Blutkatalase nicht einfach proportional der 
vorhandenen Enzymmenge stattfindet, sondern durch verschie- 
dene andere Faktoren ausser der Wasserstoffionenkonzentration 
beeinflusst zu werden scheint. 

Uber die sogenannte ,, Tétungstemperatur ‘‘ der Katalase 
findet man in fritheren Arbeiten von Batteli und Stern, Wal- 
ling und Stoland u.a. gewisse Verschiedenheiten, selbst 
wenn man kleine Unterschiede zwischen Enzymen verschiedener 
Herkunft beriicksichtigt. Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass 
meine Katalase durch eine 30 Minuten lange Erhitsung bei 65°C. 


bezw. durch eine 15 Minuten lange Erhitzung bei 70°C. vollig 
zerstort wurde. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Es ist unméglich, den Einfluss der Temperatur auf 
die Blutkatalase zu studieren, ohne den ganz bedeutenden Ein- 
fluss der Temperatur auf die gleichzeitige Zerstérung der Blut- 
katalase durch H,O, zis berticksichtigen. 

2. Die Temperaturkurve der Blutkatalase hat ein sehr 
breites Optimum in der Nihe von 40°C. Fiir die Temperatur- 
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intervalle zwischen 0° und 20° betrigt der Temperaturkéffizient 
per 10° 1.49, und die Temperaturkonstante 4=6430. 

3. Die Temperaturkurve der Katalasezerstérungsreaktion 
durch H,0, ist dagegen eine Steilkurve ohne Optimum. Fir 
die Intervalle zwischen 0 und 35° betragt der Temperaturkoef- 
fizient 2.22 per 10° und A=14600. 

4. Die Reaktionsgeschwindigkeit des Inaktivwerdens durch 
Hitze wurde bei 40°, 50°, 60°, 65° und 70° im Puffergemisch 
(Ph=7.0) untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass dieser 
Vorgang mit dem Temperaturanstieg wuchs und sich nicht 
einfach durch eine Gleichung erster Ordnung darstellen liess. 

5. Durch eine Erhitzung von 30 Minuten Dauer wurde 
die Blutkatalase bei 65°C. bezw. bei 15 Minuten langer Erhitzung 
auf 70° vollig zerstért. | 
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STUDIEN UBER DIE KATALYTISCHE SPALTUNG 
DES H,O, DURCH DAS BLUT. 


Ill. Mitteilung, 
Uber die Blutkorperchen-Katalyse. 


Von 


KADZUE NOSAKA. 


(Aus der med. Klinik von Prof. Ryokichi Inada, Kaiserl. 
Universitat zu Tokyo.) 


(Eingegangen am 2. Oktober 1927.) 


EINLEITUNG. 


Es ist allgemein anerkannt, dass das Blut eine Fahigkeit 
besitzt, Wasserstoffsuperoxyd in molekularen Sauerstoff und 
Wasser katalytisch zu zerlegen, was auf die Wirkung der 
Blutkatalase zuriickzuftthren ist, welche sich im Blutkérper- 
chen, und zwar fast ausschliesslich in den LErythrocyten, 
befindet. Die bisherigen Untersuchungen in dieser Hinsicht 
beschaeftigten sich jedoch durchaus nur mit dem “ isolierten ”’ 
Enzym, welches ins Reaktionsmedium abgegeben wird. In 
meiner ersten und zweiten Mitteilung behandelte ich das H,0,- 
Zersetzungsvermoegen der Blutenzyme, welche als “‘ isolierte 
Fermente’’ im Pasteur’schen Sinne in Wasser gelést waren. 
Ebenso wie .Katalase, welche wahrscheinlich in kolloidalem 
Zustande im Medium vorhanden ist, hat das Blutkérperchen, 
suspendiert in physiologischer Kochsalzloesung, das Vermégen 
der katalytischen Spaltung des H.O., jedoch ohne dass dabei 
die im Blutkérperchen enthaltene Katalase durch Haemolyse 
austritt. Die fritheren Forschungen tber Blutkatalase * von 
Nissen, Okey, Walling und Stoland haben zu Experi- 
mentalergebnissen gefuehrt, bei welchen zum Teil gleichfalls 
physiologischen NaCl-Lésung als Reaktionsmedium verwendet 
wurde. Alle drei haben berichtet, dass die Blutkatalasereaktion 
nicht in derselben Weise verlief, wie die Reaktion, welche 
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mittels destilliertem Wasser als Reaktionsmedium ausgefiihrt 
wurde. Die vorher erwaibnten Autoren wollen diesen Vorgang 
einer besonderen Eigenschaft des Kochsalzes zuschreiben. 

Obwohl meines Wissens nach noch kein Forscher die 
katalytische Wirkung des Blutkérperchens als solches bisher 
beschrieben hat, so ist doch die Annahme dieser Funktion sehr 
naheliegend, da durch folgende Untersuchungen, besonders vom 
physikalisch-chemischen Standpunkte aus, festgestellt wurde, 
dass die Wirkung des Blutkérperchens sich ganz anders ver- 
haelt als Katalasewirkung. 


EXPERIMENTELLE METHODIE. 


Zur Herstellung der Blutkérperchensuspension benutzte 
man meistens gesundes Menschenblut aus einem Ohrlappchen. 
Die aus ca. 0.lcem Blut stammenden, mit physiologischer 
Kochsalzlésung gut gewaschenen Blutkérperchen wurden in 
50 ccm physiologischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt. Die 
Aktivitaét dieser Suspension erfuhr keine Anderung wihrend 
einiger Tage bei Zimmertemperatur, was schon an sich einen 
wesentlichen Unterschied gegentiber eigentlicher Katalase 
darstellt. Das Versuchsverfahren war ganz wie in der ersten 
Mitteilung angegeben, ausgenommen, dass diesmal statt des- 
tillierten Wassers physiologische Kochsalzlésung als Reaktions- 
medium gebraucht wurde. Die Versuchstemperatur betrug in 
der Regel 30°C. 


Versucn I. CnHEmiscHe KINETIE. 


Bei diesem Versuche wurde ungewaschene Blutkérperchen- 
suspension verwendet, welche deswegen noch das Blutplasma 
enthielt. Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde bei verschiedenen 
Konzentrationen des H,02 (Cy,02=0.0054, 0.0109 u. 0.0217 n) 
und bei verschiedenen Mengen der Blutkérperchensuspension 
(1, 2 u. 4ccm) bestimmt. Die Resultate sind in der Tabelle [ 
angegeben. 
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Die in der Tabelle angegebene Konstante (k) ist unter der 
Annahme berechnet, dass die Reaktion proportional der jewei- 
ligen H,Os-Konzentration verliuft, d.h., dass die Zersetzungs- 


dC 


geschwindigkeit bart Sas kC ist. Der Wert von k ist, wie in 


der letzten Spalte der Tabelle angegeben, fast konstant wahrend 
der Reaktion. Aus der folgenden Zusammenstellung der Ver- 
suchsergebnisse ist ersichtlich, dass der Mittelwert der obigen 
Versuchsreihen regelmassig mit Vergrésserung der Suspen- 
sionsmenge um einen gewissen Quotienten zunimmt. 


Menge der Blutkdrperchen- 4 9 T 
suspension (E) 
0.4343 k 0.0189 0.0087 0.0042 
0.4343 k/E 0.0047 0.0044 0.0042 


Versucy Il. CurEmiscHE KiINETIK MIT GEWASCHENEN 
BiurkORPERCHEN. 


Bei diesen Versuchsreiben wurde die Blutkérperchensus- 
pension auf gleiche Weise wie oben hergestellt, aber mit 
physiologischer Kochsalzlésung sorgfiltig gewaschen und még- 
lichst vom Blutplasma befreit. Aus diesem Grunde liegt hier 
die Sache etwas anders, wie aus Tabelle II hervorgeht: 

3etrachtet man den Reaktionsverlauf, so lasst sich bei 
Cx,02=0.0057-0.0228 Nein geniigender Anschluss an den 
monomolekularen Reaktionsverlauf in fast allen Fallen er- 
kennen, da auch hier die nach der Reaktionsgleichung erster 
Ordnung berechneten k-Werte, wie schon in Tabelle I beo- 
bachtet, annidihernd konstant sind. 

Die Mittelwerte von 0.4843k jeder Kinzelreaktion sind in 
nachfolgender Tabelle zusammengefasst: 
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chs Oe 0.0228 N 0.0114 N 0.0057 N 
4 0.0145 0.0149 0.0145 
2 0.0068 0.0072 0.0073 
1 0.0084 0.0035 


Wie man sieht, blieb, wenn die H20.-Konzentration im 
Reaktionsmedium zwischen 0.0057 bis 0.0228N variierte, der 
Wert von k bei konstanter Katalysatormenge ziemlich gut 
konstant. Allerdings ist im Gegensatz zu Versuch I die Pro- 
portionsabweichung der Geschwindigkeitskonstante und der 
Menge der Blutkérperchensuspension kaum erkennbar. Siehe 
Zusammenstellung. 


Menge der Blutkdrperchen- 


suspension (E) 4 2 
0.43438 k 0.0146 0.0071 0.0035 
0.43438 k/E 0.00365 0.00355 0.0035 


Aus den Resultaten der Versuche I und II geht hervor, 
dass bei konstanter H,O.-Konzentration die Reaktion proportional 
der Menge der Blutkérperchensuspension resp. der Blutkérper- 
chenzahl vor sich geht und bei konstanter Blutkérperchenzahl 
geht die Reaktion proportional der H,O.-Konzentration von 
0.0057 bis 0.0228 vor sich. Also ist die Katalyse des H,O, 
durch die Blutkérperchensuspension dem Massenwirkungsgesetz 
unterworfen, die Reaktionsgeschwindigkeit wird durch folgende 
Formel einfach dargestellt: 


d Cu, Oz 
ee: ae Fi = k Cu, O, Crutkdrperenen. 


Dieser Unterschied beider Versuchsresultate dtirfte das 
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durch in der Blutkérperchensuspension enthaltene Plasma her- 
vorgerufen worden sein. Um diesen Vorgang klarer darzu- 
stellen, wurde der néichste Versuch ausgeftihrt. 


Versucn III. Wrrxune pres Prasmas (resp. Sprums). 


Die Plasmalésung wurde wie folgt bereitet: 

0.2ccem Blut wurde mit einigen Cem physiologischer Koch- 
salzlésung angeschuettelt und durch dreimaliges Zentrifugieren 
das Plasma von den Blutkérperchen getrennt. Das in 0.2 ccm 
Blut enthaltene Plasma wurde durch Zusatz von physiologischer 
Kochsalzlésung auf 100ccm verdiinnt und dann 30 Minuten 
auf 65°C bis 70°C erhitzt. Die Plasmalésung zeigte an sich 
keine Katalasereaktion. Bei den einzelnen Versuchen wurden 
verschieden grosse Mengen dieser Plasmalésung zugeftigt. Es 
ist keine Inkubationszeit dabei erforderlich. Die Resultate sind 
in Tabelle III angegeben: 

Aus dieser Tabelle ersieht man, dass mit erhéhter Plasma- 
konzentration des MReaktionsgemisches sich die katalytische 
Wirksamkeit verstirkt, wobei jedoch keine Anderung der 
Reaktionsformel festgestellt wird, sondern in allen Versuchsreihen 
die Reaktion beinahe monomolekular verliuft. 

Die Plasmaaktivierung wird in folgender Zusammenfassung 
klar dargestellt: 


Men ge der 


Plasmalosung 0 4 8 16 32 
(eem) 
0.4343 k . 10? 1.59 1.65 reel 1.81 1.98 


Aus Versuchen 6 bis 9, bei welchen PH im Reaktions- 
gemisch konstant bleibt, ist ersichtlich, dass diese Aktivierung 
nicht durch Anderung der Wasserstoffionenkonzentration des 
Reaktionsmediums hervorgerufen wird. 

Serum bewirkte die gleiche Aktivierung. 
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TABELLE III. 
E=4ccm CxH202= 0.0228 N 
Nr. |t(Min)| Cxmno, | 0.4343k|| Nr. | t(Min.)| Cxwno, | 0.4348k 
ss 0 35.2 4 0 28.5 
f=} ( 5 a= | 3 
Pas 4.4 29.9 | 0.0161 | BRN 4.0 24.3 | 0.017 
as 9.4 24.55 | 0.0171 |ow ee lj 9.6 20.0 | 0.0160 
8 | 1465] 204 | 0.0153 | 2S Sa) 14.95] 162 | 0.0163 
a | 20.2 168 | 0.0150 || © 21.3 12.5 | 0.0163 
Mittelwert 0.0159 Mittelwert 0.0165 
bo 0 35.2 bo 0 28.5 
Bg 4.6 29.4 0.0170 | = as S| AL 22.6 0.0246 
2 2:0 
of a s 9.6 24.05 | 0.0174 | ESF Wf 9.85 | 17.2 | 0.0298 
re 
5 ll 14,65 20.0 0.0159 5 a4) 15.25 12.9 0.0226 
mn 20.3 16.35 | 0.0155 | # 20.95 | 10.3 | 0.0211 
Mittelwert 0.0165 Mittelwert 0.0226 
a . 0 35.2 saa ago 33.5 
23 | 45 | 2895 | o.o1ss| g82-) 37 | 284 | 0.0194 
“Ee | 14.65 | 19.55 | 0.0168 [PSS 8x) 8.6 24.0 | 0.0168 
5 20.45 | 15.9 | 0.0155 aM! 144 19.8 | 0.0159 
Mittelwert 0.0171 Mittelwert 0.0174 
2 | 
q - he 0.0193 E ae ae 
38 ; f 68am) 3.45 26.6 0.0291 
go 9.8 22.95 | 0.0187 |oigS Fl me ‘ 
rm 
al | 1445] 19.05 | oo174 | 21 Hues 20.0 | 0.0261 
Mittelwert 0.0181 Mittelwert 0.0265 
a P 0 35.2 
23 | 11.75} 19.05 | 0.0297 
wD 
8 <3 17.05 | 15.2 0.0185 
3 21.7 125 | 0.0181 
Mittelwert 0.0198 
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Versuch IV. Ermrruss per KocHsaLZzKONZENTRATION 
Im REAKTIONSMEDIUM. 


Obige Versuche wurden alle immer in physiologischer 

- Kochsalzlésung ausgefiihrt, um Hamolyse zu vermeiden. Wie 

bekannt, beeinflusst die Konzentration des Kochsalzes im Medium 

die Gestalt der Blutkérperchen und hyper- bezw. hypotonisches 
Medium verursacht sogar Hamolyse. 

Dieser Versuch wurde mit Reaktionsmedien von verschie- 
dener NaCl-Konzentration ausgefiihrt. Es kénnte also bei 
einem hyper- resp. hypotonischen Medium Hamolyse verge- 
kommen sein. 

Die Versuchsresultate sind in Tabelle IV angegeben: 

Aus dieser Tabelle sind viele interessante Tatsachen zu 
erkennen. 

1. Bei einer NaCl-Konzentration der Reaktionsmediums 
von 0.68% bis 1.31%, bei welcher keine Hamolyse stattfand, 
verlief der Katalasereaktion monomolekular und unabhangig 
von der Konzentration des Kochsalzes und innerhalb dieser 
Grenze ist der Mittelwert von k gleichwertig bei allen Versuchen 
ermittelt. 

2. Im Reaktionsmedium einer niedrigeren Konzentration 
als 0.52% NaCl-Lésung wird die katalytische Wirksamkeit 
bedeutend stirker ausgeprigt als bei Versuchen in Konzentra- 
tion von 0.68% bis 1.319%. Man-kann allerdings dann nicht 
mehr den monomolekularen Reaktionsverlauf beobachten, son- 
dern im Laufe der Reaktion zeigt k eine starke Tendenz zu 
fallen. Es findet hier derselbe Vorgang statt, wie bei der 
H.0.-Katalyse durch Katalase. (Siehe Mitteilg. 1). Diese Ab- 
weichung lasst sich durch die Gleichung von Yamazaki ziemlich 
gut darstellen. 

Die Unterschiede der Wirksamkeit und des Reaktions- 
verlaufes bei Verwendung von hypo- und isotonischen Medien 
schreibt man einer Himolyse zu, durch welche die im Blutkérper- 
chen enthaltene Katalase ins Reaktionsmedium eintreten soll. 
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TABELLE IV. 
NaCl Nacl- 
Menge t(Min.| Cxano, 10.4343 k (0.4843) Menge t(Min.)| Oxwmo, | 0.4343 k 
: Ee 0.0392 04 eS ® 
3.2 22.7 0 0.0420 | 4.6 26.8 | 0.01146 
Q) | 9451 15.0 | 0.0988) 0.0372) | #6 
10.3 23.05 | 0.01152 
eae 11.8 |. 0.0808-|' 0.04821, 4 og | aa cel gas Melanie 
16.85 9.0 | 0.0270 | 0.0415 || * 7. 
24.8 5.6 | 0.0259 | 0.0427 25.25 | 16.15 | 0.0108 
Mittelwert 0.0413 . 
0.4343 k’ =8.98 Mittelwert 0.0113 
0 30.3 0 30.1 
(2) 4.6 20.75 | 0.0357 | 0.0392 4.35 | 26.9 |0.0112 
8.6 15.85 | 0.0293 | 0.0381 || (8) 8.8 23.75 | 0.0117 
0.03 | 12:85] 122 | 0.0258] 0.0371 14.65| 20.55 | 0.0114 
ee co 8.95 | 0.0243 | 0.0387 || 1.31 | 25.0 16.0 | 0.0110 
26.55 5.9 | 0.0222 | 0.0389 35.75 | 11.5 | 0.0117 
Mittelwert 0.0385 50.85 5.0 | 0.0114 
0.4343 k’ =8.98 Mittelwert 0.0114 
0 30.3 0 30.3 
& a 22.85 0.0310 | 0.0337 4.05 27.25 | 0.0114 
, 17.9 | 0.0255 | 0.0828 8 24.9 
13.25| 13.5 | 0.0238] 0.0344 || (9) a E Nears 
0.45 |1865| 101 | 0.0233 13.8 | 21.35 | 0.0110 
28 05 6.2 | 0.0225 1,81 | 19-45] 18.6 | 0.0109 
87.55 B18 0.0224 29.45 13:7 0.0117 
Mittelwert 0.0336 39.55 7.55 | 0.0153 
0.4343 k’ =8.98 48.7 4.0 0.0180 
0 30.1 0 30.1 
3.15} 24.25 | 0.0298] 0.0811 2.9 28.2 | 0.0098 
(4) 7.0 19.4 | 0.0252 | 0.0288 |} (yg) | 7.1 25.45 | 0.0103 
12.5 14.4 | 0.0235] 0.0293 14.7 21.75 | 0.0096 
0.52 | 19.15) 10.2 | 0.0225] 0.0303 || 348 | 24.5 17.4 | 0.0097 
| 27.25 6.9 | 0.0210 | 0.0305 ; 34.45| 11.6 | 0.0120 
34.75 5.0 | 0.0186 | 0.0292 47.9 6.2 | 0.0143 
Mittelwert 0.0299 54.85 |___ 4.15 | 0.0157 
0.4343 k’=5.4 0° 30.1 
o 30.3 28°} $28.2 10-01 
(6) 3.65 | 976 1) O.01it uote ene ee 
8.75 24.9 0.0112 4.3 | 0.01374 
0.68 14.05 O14 Bn 6.80 | 13.3 18.85 | 0.01901 
236 16.7 0.0108 24.6 10.95 | 0.02090 
Mittelwert 0.0111 34.05 6.5 | 0.02397 
, 30.3 4 0 30.1 aT 
(6) 1078 | 226 | ooties| qa) | 23 | 2723 joo 
064 19.35 18.2 0.01144 6.5 | 23.9 | 0.0154 
25.35 15.5 0.01140 | gg | 151 17.6 | 0.0165 
32.85 12.85 0.01133 24.3 n 9 Ohy/ 0.0169 
Mittelwert 0.0115 34.4 | 7.6 |0.0174 
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3. Hat das Reaktionsmedium eine héhere NaCl-Konzen- 
tration als 1.819%, so verliuft die Reaktion auch nicht mono- 
molekular, sondern bei dieser NaCl-Konzentration bleibt k 
innerhalb 80 Minuten vom Beginn der Reaktion ziemlich gut 
konstant. Wird die Reaktion mit 3.18% NaCl Lésung aus- 
gefiihrt, so bleibt k innerhalb 25 Minuten, und bei 6.3 
prozentiger NaCl-lésung innerhalb 3 Minuten konstant. Bei 
8.8 prozentiger NaCl Lésung wird von Anfang an kein mono- 
molekularer Reaktionsverlauf gefunden. 

Im Gegensatz zur Reaktion in hypotonischer NaCl-lésung 
nimmt jedoch, wie aus den Versuchsreihen Nr. 9-12 ersichtlich, 
die monomolekulare Konstante nach der oben angegebenen 
bestimmten Zeit mit dem Verlauf der Reaktion allmahlich zu. 
Diese Wirksamkeitszunahme scheint durch Austreten der Kata- 
lase aus Blutkérperchen infolge von Haemolyse hervorgerufen 
za werden, und dabei muss auch die hemmende Wirkung des 
Kochsalzes auf die Katalase beriicksichtigt werden. 

Auf Grund dieser Wahrnehmungen ist anzunehmen, dass 
die Hamolyse in hypertonischer NaCl-Lésung nach einer 
bestimmten Zeit allméhlich in progressiver Weise einzutreten 
scheint. Dagegen wird die Gesamtmenge der zu himolysieren- 
den Blutkérperchen bei Verwendung von hypotonischer NaCl- 
Lésung sofort gelést. 


VersucH V. EINFLUSS DER TEMPERATUR. 


Um den Einfluss der Temperatur auf die Blutkérperchen- 
katalyse zu studieren, wurden die folgenden Versuche unter 
denselben Bedingungen, jedoch mit verdnderten Versuchs- 
temperaturen ausgefiihrt. Bei einer héheren Temperatur als 
42°C konnte man keine genauen Resultate erzielen, weil dann 
Hamolyse stattfand. 

Die Resultate werden in Tabelle V angegeben. 
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TABELLE V. 
E=4cecm CH202 = 0.0204 N 
Versuchs Versuchs 
Nummer | ¢(Min.)| Cxxmo, | 0.4348k] NU™™°r /¢(Min.)] Cromo, | 0.4848 k 
Temp. Temp. 
0 34.05 0 34.05 ; 
4.95 97. 0.01940 
1. aS Pe ee 6. 9.85 | 9221 | 0.01906 
oc 10.1 31.6 0.00322 35°C 13.1 19.4 0.01889 
15.5 30.35 | 0.00823 17.6 16.4 | 0.01802 
21.65 29.0 | 0.00322 23.2 13.05 | 0.01795 
Mittelwert 0.00322 Mittelwert 0.01879 
0 ‘ 34.05 : 0 28.9 
2 5.7. 31.8 | 0.00518 ; 
10.85 29.6 | 0.00561 a9 BOE Seay 
11°C 15.75 27.4 | 0.01599 38°C 9.2 18.4 | 0.0213 
24.35 24.5 | 0.00588 14.5 14.6 | 0.0215 
Mittelwert 0.00567 Mittelwert 0.0216 
0 34.05 0 28.9 
3 5.7 30.6 | 0.00815 8 5 
10.9 27.3 | 0.00880 ie: tai ecoy, 
18°C 16.95 24.25 | 0.00870 40°C . 15.2 | 0.0304 
22.25 21.95 | 0.00857 13.9 12.5 | 0.0261 
Mittelwert 0.00856 Mit elwert 0.0259 
0 34:05 0 34.05 
4 5.15 29.75 | 0.01140 9 4.05 27.3 | 0.0237 
11.55 25.1 | 0.01147 8.05 22.05 | 0.0234 
25°C 16.6 22.05 | 0.01136 42°C 11.35 18.9 | 0.0225 
22.3 19.1 | 0.01126 15.25 15.45 | 0.0225 
Mittelwert 0.01137 Mittelwert 0.0230 
& 34.05 0 28.9 
. 29.4 | 0.01485 
4 9.35 | 24.75 |0.01481)  19- 4.1 23.1 | 0.0287 
C 14.45 20.8 | 0.01481 " 
30°C | 90.0 171 |0.01496| 42°C ve pe ics 
25.85 14.1 | 0.01480 14.8 14.0 | 0.0213 
Mittelwert 0.01485 Mittelwert 0.0226 
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Wie man aus allen Versuchsreihen ersieht, verliuft die 
Reaktion beinahe monomolekular und est ist merkwiirdig, 
dass im Gegensatz zur eigentlichen Katalase sogar bei héheren 
Versuchstemperaturen die Abnahme von k wihrend der Reak- 
tion kaum nachgewisen wurde. Die Reaktion, welche im Sinne 


Yamazaki’s mit — = =k’EC bezeichnet wird, kann bei dieser 


Blutkérperchenkatalyse fast nirgends bemerkt werden. 
Die Temperaturk oeffizient = =1.65 gilt fiir die Intervalle 


t 
zwischen :0 und 35°C und die damit umgerechneten Zahlen 


stimmen sehr gut mit den beobachteten k iiberein. (Siehe 
foleende Tabelle:) 


X Blutkorpercheu karalysek) 
A Blutkotalase (04343K) 
Oo Hamoglykolyse (04343K) a 


002, ae i ig 


NE 16° 20° 30° 40° 50° 
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Temperatur 0° 1° 18° 25° 30° 35° 
k (gefunden) 0.0074 | 0.0182 | 0.0197 | 0.0262 | 0.0342 | 0.0438 


k (berechnet) 0.0076 | 0.0132 | 0.0187 seu 0.0341 | 0.0438 


Die Temperaturkurve der Blutkérperchen wird in vorher- 
gehender Figur zum Vergleiche mit der Blutkatalasetemperatur- 
kurve dargestellt, welche schon in meiner zweiten Mitteilung 
angegeben wurde. 

Es ist mit einem Blick ersichtlich, dass die Temperatur- 
kurve der Blutkérperchenkatalyse sich ganz anders als die der 
Blutkatalase verhalt. Die erste steigt missig steil bis zu 40°C 
an und scheint ein enges Optimum in der Nahe von 40° zu 
haben. 

Aus dieser Figur ist auch ersichtlich, dass bei niedrigeren 
Temperaturen die Reaktionsgeschwindigkeit der eigentlichen 
Blutkatalase sich schneller als die der Blutkérperchenkatalyse 
entwickelt. 


THEORETISCHE BETRACHTUNG. 


Nachdem wir nun bei diesen Versuchen das Verhalten der 
katalytischen Zersetzung durch die Blutkérperchensuspension in 
vieler Hinsicht’ kennengelernt haben, empfiehlt es sich, die 
beiden Wirkungen der eigentlichen Blutkatalase und der Blut- 
k6érperchenkatalyse unter Berticksichtigung der ersten und 
zweiten Mitteilang mit den Resultaten der dritten Mitteilung 
zu vergleichen. 


A. Chemische Kinetik. 


Bei der Blutkatalase verlauft die Reaktion nicht mono- 
molekular, sondern nimmt wihrend des V_ laufes wegen Kata- 
lasezerstérung durch HO, ab. Infoalgedessen kommt die Reak- 
tion endlich zum Stillstand. Die Anfangsgeschwindigkeitskon- 
stante nimmt dabei schneller zu als die Fermentmenge zunimmt, 
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wenn auch diese Abweichung sehr klein ist. 

Allerdings ist bei der Blutkérperchenkatalyse die Reaktion 
selbst bei hohen Temperaturen nach der Gleichung erster 
Ordnung berechnet worden, und dabei bemerkte man keine 
“Abnahme des Katalysators. Demnach behilt das Blutkérper- 
chen selbst nach Spaltung einer betrachtlichen H.0.-Menge 
noch seine urspriingliche katalytische Kraft. Es besteht also 
eine strenge Proportionalitét zwischen der Anfangsgeschwindig- 
keitskonstante und der Blutkérperchensuspensionsmenge. Das 
Blutkérperchen ist als Katalysator natirlich stabil. 


B. Einfluss des Plasmas resp. Serums. 


Im Gegensatz zur Blutkatalase, bei welcher das Serum 
nicht reaktionsférdernd, sondern nur schtitzend gegen die 
Katalaseabschwichung durch H,0, wirkte, wurde hier jedoch 
festgestellt, dass Serum resp. Plasma auf die Blutkérperchen- 
katalyse einen auffallend beschleunigenden Einfluss ausiibte. 


C. Einfluss des Kochsalzes. 


Nach Senter u.a. tibt NaCl verzégernde Wirkung auf die 
Blutkatalase, selbst noch bei einer Konzentration 1/400 Mol. 
aus. Tatsdchlich ist diese Wirkung noch im Reaktionsmedium 
einer 0.2 prézentigen NaCl-Lésung sehr deutlich ausgeprigt. 

Bei einem Reaktionsgemisch mit einer NaCl-Konzentration, 
welche keine Himolyse hervorruft, bleiben jedoch bei der 
Blutkérperchenkatalyse die Reaktionsgeschwindigkeiten gleich, 
ohne durch das Salz verzégert zu werden. In hypo- reps. 
hypertonischer NaCl-Lisung dagegen, wo Himolyse eintritt, 
findet jedoch eine starke H,O,-Spaltung statt und die Reaktion 
verlauft nunmehr nach der eigentlichen Blutkatalasegleichung. 


D. Kinfluss der Temperatur. 


Bei der Blutkatalasewirkung tibt die Temperatur nicht nur 
einen starken Hinfluss auf die Peroxydspaltungsgeschwindigkeit, 
sondern auch auf die Katalasezerstérung durch H,O, aus. Da 
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letztere dabei durch die Temperatur noch stérker als erstere 
beeinflusst wird, so nimmt die Peroxydspaltungsgeschwindigkeit 
innerhalb des Reaktionsverlaufes rasch ab und sistiert sich sehr 
rasch, besonders bei héheren Temperaturen. 

Bei der Blutkérperchenkatalyse verléuft die Reaktion 
unterhalb 42°C monomolekular, und es wird dabei keine Ab- 
schwichung durch H,0, wihrend des Reaktionsverlaufes bemerkt. 
Die Form der beiden Temperaturkurven, sowie der jeweilige 
Temperaturkoefficient sind ganz anders als bei der Blutkatalase. 

Aus den obigen Resultaten geht hervor, dass die Blut- 
kérperchensuspension sowie die eigentliche Blutkatalase das 
gleiche Vermégen haben, H,0, katalytisch zu spalten, jedoch 
finden sich wesentliche Unterschiede bei der Zersetzung dieser 
beiden Katalysatoren. Diese Unterschiede widerlegen ohne 
weiteres die Annahme, dass bei der Blutkérperchenkatalyse 
méglicherweise die Reaktion auch durch die eigentliche Katalase, 
welche wahrscheinlich infolge von H.,O, im Reaktionsmedium 
frei wird, hervorgerufen sein kénnte. Auf Grund dieser Anga- 
ben miisste allmahlich aber gesetzmassig, die gleiche Katalase- 
menge wahrend des Reaktionsverlaufes durch Himolyse ersetzt 
werden, welche wihrend des Verlaufes durch H:O, in gleicher 
Weise zerstért wird, wenn die Reaktion im Reaktionsmedium 
physiologische Kochsalzlésung monomolekular vorsichgehen 
wurde. Dies ist aber unwahrscheinlich. Es ist auch undenk- 
bar, dass in Reaktionsmedien von verschiedener NaCl-Konzent- 
ration die Katalase in so grosser Menge durch die Hamolyse 
ersetzt werden muss, wie die Katalasemenge durch NaCl gehemmt 
wird. Es ist gleichfalls undenkbar, dass die Aktievierung 
durch das Plasma resp. das Serum einer Himolysezunahme 
zugeschriehen werden kann. Tatsichlich wurde ja auch keine 
Abnahme der Blutkérperchenzahl selbst beim Versuch bei 40° 
gefunden, wihrend auf Grund oben genannter Annahme tiber 
40% der gesammten Blutzellen verschwunden sein miissten. 
Diese Unterschiede kénnen selbstverstiindlich nicht der Anwe, 
senheit von Kochsalz im Reaktionsmedium zugeschrieben werden- 
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falls man die Blutkérperchenkatalyse als durch die eigentliche 
Katalase bedingt annimmt. 

Auf Grund dieser bedeutenden Unterschiede kann man 
betonen, dass das Blutkérperchen in physiologischer NaCl- 
- Lésung, wie bereits in der Einleitung zu dieser Mitteilung 
erwahnt, in Form einer gréberen Suspension H,0,-Spaltungs- 
vermégen besitzt. Es scheint sich bei dieser Funktion um 
““ geformtes’’ oder ‘‘ organisiertes’’ Ferment zu handeln. 

Das Blutkérperchen besitzt aber ausserdem noch eine 
katalytische, Glykolyse hervorrufende Funktion; da jedoch diese 
Funktion durch Himolyse véllig verschwindet und bis jetzt 
noch niemand aus dem Blutkérperchen ein glykolytisches Fer- 
ment isolieren konnte, so scheinen einige Autoren sich diese 
Blutkérperchenglykolyse als rein vitalistisch denken zu wollen. 

Es folgen nun einige von mir ausgefithrte Versuche tiber 
die Blutkérperchenglykolyse: 


VersucH VI. BiLurKORPERCHENGLYKOLYSE. 


Za 3.8 ccm defibriniertem Kaninchenblut wurde 0.2 ccm 
2% Traubenzucker-Ringerlésung zugeftigt, und bei bestimmter 
Versuchstemperatur die Traubenzuckersphaltungsgeschwindigkeit 
mittels der Bang-schen Zuckerbestimmungsmethode verfolgt. 

Das Reaktionsgemisch muss immer aseptisch gehalten wer- 


den. 


Qr7o 


Versuchsergebnis bei 37°. 


t (St) Céethiads 0.4343 k = : ie & 
0 0.195 

2.67 0.156 0.0366 

4.67 0.136 0.0342 

6.67 0,112 0.0361 


Mittelwert 0.0366 
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Die monomolekularen Konstanten wurden ziemlich gut 
konstant beobachtet. Die Reaktion der H&moglykolyse ist 
daher nach der Gleichung erster Ordnung dargestellt worden, 
wie es schon bei anderen ‘‘ geformten’’ Fermenten geschehen 
ist. 


TABELLE IV. 
Versuchs- Versuchs- 
gurney et C | 0.4343 k] BUMET | ¢(St.) C | 0.4343 k 
Temp. Temp. 
0 0.189 0 0.223 
1 4. 
0.6 0.179 0.0394 r 2.0 0.190 0.0348 
50°C 35°C 
1.85 0.166 0.0305 4.0 0.161 0.0354 
Mittelwert 0.0349 Mittelwert 0.0351 
0 0.201 0 0.212 
Pi 5. 
1.4 0.169 0.0538 2.5 0.197 0.0127 
45°C 25°C 
2.4 0.152 0.0506 6.0 0.181 0.0111 
Mittelwért 0.0522 Mittelwert 0.0119 
a 0 0.199 6. 0 0.224 
vo. 
ame 1,25 0.170 0.0548 14°C 17.0 0.205 0.0023 
2.0 0.153 | 0.0571 
| (fs 0 0.210 | 
Mittelwert 0.0559 0° 20.0 0.214 | = 


Da bei Versuchen bei 45° und 50° nicht nur Hamolyse 
stattfand, sondern sich gleichfalls die Farbe des Reaktions- 
gemisches lachsfarbig umwandelte, so verhielten sich diese 
beiden Versuche anders als die tibrigen. Die Temperaturkurve 
wurde in vorliegender Figur dargestellt. Aus diesen Versuchen 
kann man eine grosse Ahnlichkeit zwischen Blutkérperchen- 
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katalyse und Hamoglykolyse erkennen. 

Was “‘geformte’’ Fermente anbetrifft, welche bei Hefe- 
garung, Zellatmung, Himoglykolyse usw. eine Rolle spielen, 
so bestellen zwischen ihrer Wirkung und derjenigen der Blut- 
kérperchenkatalyse des H.O, verschiedene Analogien. 

1. Beide finden sich als grébere Suspensionen im Reak- 
tionsmedium vor. 

2. Es besteht merkwiirdige Ahnlichkeit mit dem Reak- 
tionsverlauf der enzymatischen Katalyse. 

3. Es werden co-enzymatisch aktivierende Substanzen 
gefunden, z.B. Serum resp. Plasma bei der Blutkérperchen- 
katalyse des H.O2, Pnein (Batteli und Stern) oder Atmungs- 
kérper (nach Meyerhof) bei der Gewebsatmung, Co-zymase 
bei der Hefegérung (Buchner, Harden und Young), sowie 
die auf Hamoglykolyse co-enzymatisch wirkenden Substanzen 
des Serums. 

4. Es zeigen sich erhebliche Ahnlichkeiten beider Tem- 
peraturkurven. 

Auf Grund der Ergebnisse dieser Arbeit méchte der Verfasser 
feststellen, das die katalytische Zersetzung des H20. durch die Blut- 
kérperchensuspension eine katalytische Funktion des Blutkér- 
perchens ist, sozusagen Blutkérperchenperoxydkatalyse. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Das Blutkérperchen in physiologischer NaCl-Lésung 
suspendiert hat das Vermégen H,0, katalytisch zu zerlegen. 
Es bestehen aber wesentliche Unterschiede zwischen der Wirkung 
dieser Blutkérperchenkatalyse des HO, und der eigentlichen 
Blutkatalase. 

2. Die Blutkérperchenkatalase entspricht in verdiinnter 
H20.-Lésung (Cy,0,=0.0057-9.0228 N) genau dem Massenwir- 
kungsgesetz gemiss der Gleichung 

— AC Hx02_ = kCx 30s nintkBeparchen. 
dt 
3. Das Plasma resp. das Serum tibt auf die Blutkérper- 
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chenkatalyse einen; auffallend beschleunigenden Einfluss aus. 

4. Die Blutkérperchenkatalysereaktion verléuft bei ver- 
schiedener NaCl-konzentration ohne Anderung der Aktivitat 
monomolekular, solange keine Hamolyse eintritt. Tritt aber 
Hamolyse ein, so wird eine erheblich staérkere Spaltung des 
H.0, hervorgerufen und die Reaktion verléuft nun nicht mehr 
nach dem monomolekularen Gesetz. 

5. Durch die Temperatur wird die Blutkérperchenkatalyse 
betrachtlich beeinfiusst und hat ein enges Optimum in der Nahe 
von 40°C. 

6. Die Blutkérperchenkatalyse ist eine katalytische Funk- 
tion des Blutkérperchens an sich, ohne Isolierung der darin 
enthaltenen Blutkatalase. 
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STUDIEN UBER DIE KATALYTISCHE SPALTUNG DES 
WASSERSTOFFSUPEROXYDS DURCH DAS BLUT. 


IV. Mitteilung: Uber die sogenannte Hitze-aktivierung 
und den Einfluss einiger organischen Substanzen 
e auf die Blutkorperchenkatalyse. 


Von 
KADZUE NOSAKA 


(Aus der med. Klinik von Prof. Dr. Ryokichi. Inada, Kaiserl. 
Universitat zu Tokyo.) 


(Eingegangen am 2. Oktober 1927.) 
I. Emywrrxune per Hirze. 


Aus meiner 2. Mitteilung ist ersichtlich, dass bei hoeheren 
Temperaturen als 40°C. die Blutkatalase durch Hitze allmihlich 
inaktiviert wird und die Hitzeinaktivierungsgeschwindigkeit mit 
zunehmender Temperatur. schnell wachst, bis die Katalase 
endlich durch eine dreissig Minuten lange Erwarmung bei 
65°C. bezw. eine 15 Min. lange Erwirmung auf 70°C. voll- 
kommen zerstért wird. Diese Beobachtung stimmt mit den 
Versuchsergebnissen von Senter u. a. tiberein. . 

Im Gegensatz zu unseren Beobachtungen haben Euler 
und seine Schiiler gefunden, dass die Blutkatalase durch Er- 
warmung aktiviert wird, z. B. in Erythrocyten aus Pferdeblut 
wird durch eine 30 Minuten lange Erwirmung auf etwa 57°C. 
eine Aktivirung von rund 170% erreicht. Die Autoren be- 
richten wie folgt: 

‘‘ Merkwiirdig erscheint, dass die hier beschriebene Warme- 
aktivierung bei den recht zahlreichen Arbeiten tiber Blutkatalase 
den verschiedenen Forschern entgangen ist, sogar bei Unter- 
suchungen tiber den Einfluss der Erwarmung.”’ 

Diese ungewohnliche Tatsache erklirte Euler in seinem 
Buch ‘‘ Chemie der Enzyme ’’ (1920) wie folgt: 

“‘Die Ursache dieser Aktivierung ist noch nicht aufgeklirt; 
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vermutlich handelt es sich um eine Anderung des Lésungs- 
und Quellungszustandes der Katalase in der Zelle.’’ 

Durch meine 8. Mitteilung ist festgestellt, dass das 
katalytische Zersetzungsvermégen des Blutes nicht; nur durch 
die eigentliche Katalase des Blutes sondern auch durch das 
Blutkérperchen als sogenanntes ‘‘ geformtes Ferment ’’ hervor- 
gerufen wird, ohne dass dabei die eigentliche Katalase an die 
umgebende Fliissigkeit abgegeben wird. Vom _ physikalisch- 
chemischen Standpunkt aus sind Blutkérperchenkatalyse und 
eigentliche Blutkatalase ganz von einander verschieden. Findet 
bei der Blutkérperchenkatalyse durch irgend vinen Umge- 
bungseinfluss Hamolyse statt, so nimmt die H.O.-Zersetzungs- 
geschwindigkeit sehr stark zu, und ich habe deswegen betont, 
dass diese Wirksamkeitszunahme durch Austreten der Katalase 
aus dem Blutkérperchen infolge von Hamolyse hervorgerufen 
wird. 

Euler und Borgenstam haben ihre Experimente wie 
folet ausgeftihrt: 

Defibriniertes Pferdeblut wurde durch Auswaschung vom 
Serum getrennt. Die resultierende Blutkérperchensuspension 
in physiologischer NaCl-Lésung enthielt 8,2.10° Zellen per 
Kubikzentimeter. 2 ccm dieser Suspension wurde mit 100 ccm 
1% NaCl-Lésung gemischt bei verschiedenen Temperaturen 30 
Minuten lang erwarmt und sodann auf 25C°. abgekiihlt. Hiet- 
auf wurden 100ccm der 0.0175n H,0,-Lésung zugesetzt. Die 
Reaktion wurde bei 25°C. gasvolumetrisch verfolgt. Es ist 
allerdings méglich, dass bei solchen Versuchsbedingungen 
Hamolyse stattfindet, welche, wie oben erwahnt, einen wichtigen 
Faktor dieser Versuche darstellt. 

Im Anschluss an meine 3. Mitteilung tiber die Blutkér- 
perchenkatalyse des H,0, habe ich den Euler-Borgen- 
stamschen Versuch, jedoch an Menschenblut, nachgepriift. 


Methodik 


0,2 ecm Blut, dem Ohrlappchen eines gesunden Menschen 
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entnommen, wurde mit physiologischer NaCl-Lésung gut 
gewaschen und auf 100 ccm aufgefiillt. Ein Teil dieser Suspen- 
sion wurde auf 45°, 50°, 55°, und 60°C. erwarmt. Von Zeit 
zu Zeit wurden Proben entnommen, médglichst schnell auf 30°C. 
-abgektihlt, und dann liess man 4ccm der Blutlésung bei 30°C. 
auf die H,0,-Lésung einwirken. Die tibrige Methodik ist in 
meinen friiheren Mitteilungen bereits angegeben. Als Reak- 
tionsmedium wurde physiologische Kochsalzlésung angewendet 
und die Wasserstoffionenkonzentration des Mediums wurde 
durch Zusatz eines Phosphat-Puffergemisches von Ph=7.0 
konstant erhalten. 


Resultat. 


Die Resultate werden in Tabelle I angegeben. 

Bei den Versuchen wurden die Konstanten nach der 
Gleichung erster Ordnung berechnet. Da in der Tabelle I 
mit Ausnahme der ersten zwei Versuche die Reaktion nie 
monomolekular verlaiuft, so erscheint k in den meisten Fallen 
ungentigend, um die Aktivitét der Reaktion auszudriticken, 
jedoch sind die Anfangskonstanten fiir den Zweck dieser Unter- 
suchungen in gentigend brauchbarer Weise berechnet worden. 
Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammenge- 
stellt: 


—__ ss EErhitzungs- 
ee ee oy a Sere 45° ey oo) 60° 
dauer ‘Min.) es he folk. ie 5. 
5 0.0068 0.0108 0.0118 0.0100 
15 re 0.0072 0.0112 0.0248 0.0069 
30 rm 0.0095 0.0195 0.0240 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, dass der k-Wert mit 
zunehmender Temperatur von 45° bis 55°C. sowie mit zuneh- 
mender Erhitzungsdauer wiichst, wihrend beim Erhitzen auf 60° 
der Wert mit zunehmender Erhitzungsdauer abnimmt. Diese 
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Aktivitétszunahme der Suspension ist am bedeutendsten bei 
15-30 Minuten langer Erhitzung auf 55°C. ausgeprigt. Dieses 
Versuchsergebnis ist nicht anders als Euler und Borgenstam’s 
Beobachtung und tatsiichlich wird die Aktivititszunahme durch 
‘“Hitze wirklich nachgewiesen, wie schon Schitiler von Euler 
behauptet hatten. Man ersieht allerdings aus’der Tabelle I, 
dass die Reaktion, ausser bei der ersten zwei Versuche nicht 
deutlich monomolekular verlauft, sondern nach der eigentiim- 
lichen Katalasegleichung. 

Es ist schon in meiner dritten Mitteilung betont worden; 
dass in solchen Fallen Haimolyse hervorgerufen wurde. Spiter 
wurde Himolyse durch Erhitzen beobachtet. Nach einer 30 
Minuten langen Erhitzung zeigte sich die Blutkérperchensuspen- 
sion, welche vor dem Erhitzen eine nur wenig getrtibte rétliche 
Flisigkeit war, deutlich rétlich getriibt; nach einer 30 Minuten 
langen Erhitzung bei 50° resp. 15 Miunten langer Erhitzung 
auf 55° fanden sich die Proben hellrétlich, aber ganz durch- 
sichtig, wenn totale Haimolyse vorgekommen war, und durch 
Erhitzen auf 60° wurde die durchsichtige rétliche Lésung allmih- 
lich lachsfarbig. 

Auf diesen Versuchsergebnissen basierend, kann man das 
wunderbare Phinomen der “ Hitzeaktivierung’’ vielleicht auf 
einfache Weise als durch LEintritt der ‘‘ Hitzehimolyse ”’ 
entstanden erklaren. Es handelt sich also bei dieser Aktivitats- 
zunahme um nichts anderes als eine Zunahme der eigentlichen, 
durch Hitzehaimolyse aus dem Blutkérperchen freigewordenen 
Katalase. 

Aus den Erhitzungsversuchen bei 60°C. kann man gleich- 
falls schliessen, dass durch Erhitzen auf 60°C. das Inaktivwerden 
der Katalase durch die Hitze an sich bewirkt wird, ohne dass 
dabei nur die Hitzehimolyse eine wichtige Rolle spielt. 


II. ExNriuss DER ORGANISCHEN SUBSTANZEN. 


Senter u. a. haben schon festgestellt, dass nicht nur 
anorganische Salze, sondern auch orgahische Substanzen einen 
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spezifischen Hinfluss auf die Katalase austiben. Dagegen haben 
Euler’sche Schiiler angegeben, dass es durch minimalen Gift- 
zusatz méglich ist, die Katalasewirkung der Hefe auf ein 
Vielfaches ihrer Aktivitét zu steigern, jedoch wird Blutkatalase 
nur geringfiigig durch Toluol und Chloroform aktiviert. Sie 
erklirten die Ursache dieser Aktivierung nicht befriedigend 
und hielten sie fir eine analoge Erscheinung der oben 
genannten Hitzeaktivierung. 
Zum Vergleich wurden folgende Versuche ausgefiihrt: 


Methodtk. 


Als Plasmagifte wurden mdglichst reiner Ather, Chloro- 
forrn und Toluol angewandt. Zuerst wurde mit diesen Sub- 
stanzen bei 30° gesittigte physiologische Kochsalzlésung 
hergestellt. Eine bestimmte Menge davon wurde mit dem 
Reaktionsmedium auf 64ccm gebracht und die Einwirkung 
dieser organischen Substanzen auf das H,O2-Zersetzungsver- 
mégen des Blutkérperchens gepriift. Die tibrige Untersuchungs- 
methode war dieselbe, wie schon in voriger Mitteilung erwihnt. 
Die Resultate sind in Tabelle II dargestellt: 

Aus, diesen Versuchsreihen lasst sich der k-Wert wie folgt 
zusammenstellen : 


Menge der gesattigten 0 


Atherlésung (ecm) 0 : 2 : : 2G 
kx 10? 1.41 1.40 1.38 1.42 1.47 1.66 22 
Menge der gesittigten 
Chloroformlésung (ccm) 0 1 2 8 16 32 56 
k x10? 1.47 1.39 1.38 1-29 1.23 1.30 — 


Ather ubt auf die Blutkérperchenkatalyse keinen Einfluss 
bei einer Konzentration bis 4 ccm gesittigter Lésung (unge- 
fahr 0.33% im Reaktionsmedium) aus, wahrend dagegen 
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Einfluss von Ather. 


TABELLE II. 


Einfluss von Chloroform. 


Menge Menge 
dtoey. [¢ Mino] Cismo, | 0.4343 k Ch@ror| t Min.) Cramo, |0.4343k 
Yosung lésung 
0 43.5 0 25.0 
3.45] 38.9 | 0.0141 a) 2.6 22.8 | 0.0154 
(1) 9.7 32.4 0.0132 7.0 19.6 0.0151 
15.0 27.2 0.0136 0 12.85 16.4 | 0.0143 
0 20.3 22.4 | 0.0142 18.5 | 13.7 | 0.0141 
24.8 18.0 | 0.0154 Mittelwert| 0.0147 
Mittelwert) 0.0141 0 25.0 
OF 92 4 
4) 43.5 (2) ZY) 23.0 0.0145 
os 7.0 19.95 | 0.0140 
9.55 Bes 0.0138 1 ccm 19.0 13.9 0.0134 
14.9 27.4 | 0.0135 Trice Beers 
0.5 cem 21.2 29] 0.0139 Mittelwert} 0.0139 
Mittelwert| 0.0140 0 25.0 5 
© 92 
0 43.5 (3) oe oon nies 
3.4 38.9 | 0.0143 13.2 16.5 | 0.0137 
(3) 96 | 322 | 0.0136 2eem | 3895] 14.0 | 0.0133 
es 15.0 eas 0.0135 Mittelwert 9.0158 
‘s 28 rar 0.0139 0 oF 3 
Mittelwert| 0.0138 1.35 24.6 | 0.00903 
5 ie (4) 4.15| 225 | 0.01226 
; 7, 38 | 0.01320 
Ce Reece ORS 19.88 | 130 | 0.01316 
(4) a8 32.3 pee 16cem| 99 45 10.6 0.0128 
oe Oe at 39.35] 7.8 | 0.0180 
2 ccm 20.0 92.6 0.0147 BS Mittelwert 0.0123 
27.6 16.4 | 0.0153 ; as 
A E £90 
Mittelwert} ‘0.0142 1.95 ba os 0.0122 
5 4.9 92% | 0.0135 
35 a 0.0145 Pp) 9.65] 18.9 | 0.0131 
(5) 9.8 31.6 0.0142 8cem | 20.1, 13.6 | 0.0129 
15.25} 26.6 | 0.0140 32.95 9.5 0.0129 
4 ccm 20.0 99.4 0.0144 Mittelwert} 0.0129 
27.6 16.2 0.0155 25.3 
Mittelwert| 0.0147 1.95 94.1 0.0108 
(6) 4.2 22.3 0.0131 
0 43.5 9.6 35 6 | 0.014 
3.1 38.5 | 0.0171. 8 ecin ae 13.85 0.0139 
(6) 7.55 32.5 oe Z 39 35 9° 0 0134 
18.05 26.5 ittelwert| 0.0130 
8 cem a 30°5 0.0161 Y 5 ee ert] 0.0130_ 
26.7 15:3 0.0164 by 25.5 oe 
Mittelwert 0.0166 se 24.0 ree 
5 0 3.5 (7) 7.25] 20.0 | 0.0141 
28.5 38.1 0.0202 12.45 16.8 | 0.0148 
(7) 9.05 | 27.9 | 0.0918 d6cem] 91:45] 12.05 | 0.0150 
14.55 21.3 | 0.0213 ©9.1 9.1 0.0153 
16 ccm) 997 15.4 | 0.0218 39.8 63 | 0.0152 


Mittelwert] 0.0212 


k nimmt. 


allmahblich zu. 


338 K. Nosaka: 


Chloroform bei einer Konzentration von mehr als 2 ccm 
gesiittigter Losung in 64 ccm (ungeféhr 0.008% im Reaktions- 
medium) einen geringen hemmenden Hinfluss austibte. Bei einer 
noch héheren Konzentration dieser beiden Substanzen nimmt 
aber die Geschwindigkeit der H.O: Spaltung zu und zwar ist 
dies deutlicher bei den Versuchen mit Ather ausgepraigt. Da 
bei diesen Versuchen Hamolyse im Reaktionsgemische tatsichlich 
bemerkt wurde, so muss man auch hier die Aktivitatszunahme 
auf Hamolyse zurickfihren, welche die Katalase in Freiheit 
setzte. Der Reaktionsverlauf ist dabei ahnlich demjenigen in 
hypertonischer Kochsalzlésung, bei welcher scheinbar gleich- 
falls die Hamolyse relativ langere Zeit beansprucht. 

Die katalytische Wirksamkeit der Blutkérperchensuspension 
wird ausserdem dadurch stark erhéht, wenn man sie mit den 
genannten Giften kurze Zeit vorher stark umschiittelt. In 
Tabelle I]1I werden die Resultate der Versuche mit Toluol 
angegeben, welches keinen Einfiuss auf die Katalase ausiitben 
soll : 

TABELLE III. 


Die Blutkdérperchensuspension wurde mit einer geringen Menge 
von Toluol umgeschiittelt. Von Zeit zu Zeit wurden Proben 
entnommen, um ihre Aktivitat zu bestimmen. 


Schiit- Schut- 
telungs-|t(Min.)} Cximo, | 0.4843 k telungs-|t (Min.)| Cxmno, | 0.4343 k 
dauer dauer 
0 43.5 0 48.5 
(1) 22 | 40.3 | 0.0151 (4) 2.95| 30.2 ee 
8.7 33.0 0.0138 6.85 19.6 0.0506 
0 145 11271 170.0142 an) VEO 12.4 | 0.0497 
19°9 Via 0.0147 15.55 8.2 0.0466 
Mittelwert| 0.0145 Mittelwert} 0.0514 
) 43.5 0) 43.5 
(2) 2.0 36.7 0.0336 (5) Si! 30.4 0.0502 
8.65 O70) 0.0240 8.35 17.6 0.0470 
2 19.95 15.7 0.0222 60' 12.55 11.9 0.0449 
Mittelwert} 0.0233 Mittelwert} 0.0502 
(3) 0 43.5 
2.55 29.3 0.0673 
5! 9.1 11.8 | 0.0623 
16.8 = 
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Die Mittelwerte von k sind in folgender Tabelle zusam- 
mengestellt: 


Dauer der Umschiittelung 
mit Toluol (Min.) 0 2 20 60 


k x10? 1.45 2.33 5.14 5.02 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, dass die Wirksamkeit 
der Suspension durch Umschiittelung mit Toluol bedeutend 
erhoht wird. Da durch Toluol deutliche Himolyse hervorge- 
rufen wird, so erklirt sich diese Aktivitfitszunahme leicht durch 
Hlimolyse. Diese scheinbare Aktivierung, welche Schiiler von 
Euler zwar bereits bei der Hefekatalase und der Pferdeblut- 
katalase gefunden, jedoch einer Reizwirkung der Protoplas- 
magifte zugeschrieben hatten, kénnen wir, wie schon hiaufig 
betont wurde, ganz einfach durch Eintritt der Himolyse 
erkliren. 

Man kann im Ubrigen auf Grund unserer Ergebnisse weiter 
schliessen, dass im Gegensatz zur Ansicht der Euler’schen 
Schule, der tatsichliche Katalasegehalt der Blutkérperchen auf 
ziemlich gleichen Niveau liegt, sich jedoch durch physikalische 
und physikalisch-chemische Einfltisse in verschiedener Weise 
iindert. Wegen dieser Verhiltnisse muss man bei Unter- 
suchungen tiber die katalytische H,O,-Zersetzung dur-h das 
Blut, ‘‘geformte’’ oder ‘“‘organisierte’’ Blutkatalase (also 
Blutkérperchenkatalyse) streng von “‘isolierter’’ Blutkatalase 
(cigentlicher Katalase) unterscheiden. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Das H,0,-Zersetzungsvermégen der Blutkérperchensus- 
pension wird dadurch ganz bedeutend erhdht, dass die Suspen-. 
sion vorher tiber 45°C. crwiirmt wird. Diese sogenannte 
‘* Hitzeaktivicrung ’’ kann einfach durch Eintreten der Haimo- 
lyse erkliirt werden. 
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2. Durch Zusatz von geringen Mengen der Protoplas- 
magifte Ather, Chloroform und Toluol wird die Blutkérper- 
chensuspension “‘ scheinbar ” aktiviert. Diese Aktivierung wird 
gleichfalls durch Haimolyse erklart. 

3. Bei der Untersuchung iiber die katalytische H2O.- 
Zersetzung durch das Blut muss man die Katalyse des 
‘‘ Blutkérperchen als Ganzen’’ von der eigentlichen ‘ Blut- 
katalasekatalyse ’’ streng unterscheiden. 

Mittellung I u. IL wurden im physikaliseh-chemischen 
Institut der wissenschaftlichen Fakultaét, der Kaiserl. Univer- 
sitat zu Tokyo ausgefiihrt. Herrn Prof. Dr. K. Ikeda spreche 
ich fir seine Anregung zu diesen Arbeiten, wie auch fir seine 
vielseitige Belehrung meinen besten Dank aus. 

Ebenfalls méchte ich Herrn Prof. Dr. R. Inada meinen 
herzlichen Dank aussprechen fiir sein Interesse und fir seine 
wertvollen Ratschlage, welche er die ganze Zeit hindurch meinen 
Arbeiten entgegengebracht hat. 
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UBER DIE KENNTNIS VON DER FISCHGALLE. 
I]. Die Galle von Tetrodon porphyleus Sieb. (Fugufisch), 
Von 
C MORITARO TERAOKA 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, 


Direktor: Prof. Dr. T. Shimizu). 
(Kingegangen am 10. Oktober 1927). 


Die Galle ist bekanntlich das eigentliche Sekretionsprodukt 
der Leber. Die Blasengalle ist ziher und dickfliissiger als die 
Lebergalle, ihr spezifisches Gewicht ist abhingig von der 
Resorption des Wassers in der Gallenblase und unterliegt darum 
einer bedeutenden Schwankung, beim Menschen einer solchen 
zwischen 1008-1040, und beim Rinde zwischen 1016-1037, nach 
Marshall (1888). Ihre Reaktion auf Lackmus ist schwach 
alkalisch. Ihre Farbe ist je nach der Tierspecies ganz ver- 
schieden und zwar goidgelb, gelbbraun, olivenbraun, braungriin 
oder blaugriin. Ihr Geschmack ist im allgemeinen bitter mit 
oder ohne siisslichem Nachgeschmack. Die Galle enthilt in 
wechselnden Mengen verschiedene Bestandteile, unter denen die 
Gallensiiuren und Gallenfarbstoffe ganz spezifisch sind. 

Es ist nicht zweifelhaft, dass die Gallensiture nur in der 
Leber gebildet, und in die Galle ausgeschieden wird. Diese 
Tatsache ist durch die Experimente von Joh, Miller, Moles- 
chott, Koebner am Frosch, von Ludwig und Wa eiscEt an 
Hunden und von Minkowski und Naunyn (1886) als sicher 
bewiesen. Aber Herkunft und Verbleib der Gallensiiuren im 
Organismus sind unbekannt. Diese Frage haben mehrere 
Autoren seit langer Zeit nach rein chemischer und physiologi- 
scher Richtung: hin untersucht. 

Die chemische Forschung der letzten Jahre hat unsere 
Kenntnis von den Gallensiuren in vieler Hinsicht bedeutend 
erweitert. Dass das Cholesterin der Gallensiure chemisch struk- 
tuell nahe steht, wurde von Windaus und Neukirchen (1919) 
gezeigt, indem sie durch Oxydation von Cholesterin bzw. 


o4L 
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Pseudocholestan eine Cholansiure von der Zusammensetzung 
CH O02 gewannen, welche Wieland und Weil (1912), und 
Wieland und Boersch (1919) aus den Gallensiuren erhalten 
hatten. Auch das Bufotalin, der Giftstoff der Kréte, enthalt 
nach Wieland (1920) mit grosser Wahrscheinlichkeit das 
Ringsystem der Gallensiuren. Es lasst sich vermuten, dass 
eine ganze Reihe noch zuwenig bekannter Stoffe zu dieser 
Reihe der hydroaromatischen Verbindungen gehért, sodas; die 
Glieder der Cholesterin-Gallensiuregruppe nur einen Bruchteil 
einer weitverbreiteten Kérpeiklasse bilden. Ferner dass ausser 
den verschiedenen Gallensiuren noch ein Zwischenprodukt auf 
dem Wege zu den Gallensiuren irgendeiner Tiergalle vorhanden 
sein muss, da z.B. Hammarsten (1987) zuerst in der Galle 
des Haifisches zwei Cholesterinen homologen Alkohol, die er 
als o- und 8-Scymnol bezeichnete, gefunden hat, von denen 
e&-Scymnol durch die genauen Untersuchungen Oikawas (1925) 
dahin klargestellt wurde, dass Sauerstoff im Molekiil des ea- 
Secymnol C.;H.0; als 5 Hydroxylgruppen vorhanden ist. Auf 
Grund dieses Ergebnisses hat letzterer angenommen, dass o- 
Seymnol ein Zwischenprodukt auf dem Wege zur Cholsiure ist. 

Von diesem Gesichtspunkt aus haben Edward E. Good- 
mann (1907) und Foster, Hooper und Whipple (1919) 
am Hunde mit Gallenblasenfistel die Gallensiureausscheiduug 
in der Galle untersucht, um den Einfluss von Cholesterin auf 
die Gallensiurebildung zu priifen. .Nach ihren Versuchen kann 
man kaum annehmen, dass die Gallensiure aus dem Cholesterin 
stammen sollte. 

Im Jahre 1927 hat Yonemura im hiesigen Institut den 
Zusammenhang zwischen dem reticuro-endothelialen: System 
und der Gallensiureausscheidung untersucht und klargestellt, 
dass bei der sog. Blockierung dieses Systems mit Tusche die 
Gallensiureausscheidung im Hundeorganismus stark herabgesetzt 
wird. Andrerseits stellte nun Kusumoto (1908) an Hunden 
mit Gallenblasenfisteln fest, dass bei der Injektion von Toluy- 
lendiamin die Cholesterinmenge der Galle gesteigert wurde. 
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Daraus hat er geschlossen, dass das Cholesterin in der Galle 
aus den zerfallenen Erythrocyten stammt. Aus der Tatsache, 
dass nach Stadelmann und Joannovics (1886) das reticuro- 
endotheliale System durch intravenése Injektion von Toluylen- 
diamin am Hunde blockiert und in einen Lihmungszustand 
versetzt wurde, kann man wohl schliessen, dass das Cholesterin 
zwar eine Muttersubstanz der Gallensiure ist, dass aber die 
gelibmten Endothelien aus dem Cholesterin nicht mehr die 
Gallensiiure bilden kénnen. Die Versuche von Goodman und 
Whipple sind jedoch ergebnislos gewesen. 

Ausser dem Cholesterin stehen den Gallensiiuren die Phyto- 
sterine wie Stigmasterin und Sitosterin chemisch struktuell 
nahe, die in dem Pflanzenreiche vorkommen und als Grund- 
skelett ein System von hydroaromatischen Ringen aufweisen. 
Sie werden als Nahrung genommen, aus dem Darm resorbiert 
und gelangen in die Leber. Yonemura (1927) hat am Hunde 
und Sugano (1927) am Menschen bewiesen, dass die Gallen- 
situreausscheidung durch subcutane Zufuhr von Vitamin A all- 
miihlich vermehrt wird, das in den griinen Teilen der Pflanzen 
und in der Leber reichlich vorkommt. Es ist von Takahashi 
bewiesen, dass das Vitamin A ein hochmolekularer, ungesit- 
tigter, zweiwertiger Alkohol ist, den er Biosterin genannt hat. 

Auf Grund der oben erwiihnten Ergebnisse kann man wohl 
annehmen, dass die Gallensiiure ein Stoffwechselprodukt der 
Leber sein kénnte, und daher ein bestimmter Zusammenhang 
zwischen Nahrung und Gallensiiuren bestehen miisste. 

Die Gallensiiure kommt in der Galle bekanntlich -mit 
Glykokoll oder Taurin gepaart vor, und gelangt in den Darm, 
wo sie bei der Verdauung und Resorption verschiedene wichtige 
Aufgaben erfiillt. Seitdem Strecker (1848) die Cholsiure in 
der Rindergalle gefunden hat, haben viele Autoren alierlei 
Gallensiiuren aus den verschiedensten Tiergallen isoliert. In 
der Galle der Pflanzenfresser, wie des Rindes (Langheld, 
1908), des Schafes (Schenk, 1925), und der Ziege (Schenk, 
1925) kommen hauptsiichlich Cholsiiure und Desoxycholsiure 
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genau wie in. der Galle des Menschen (Jacobson, 1873; 
Bayer, 1879; Schotten, 1886; Lasser-Cohn, 1894; Oerum, 
1904; Wieland u. Reverey, 1924; Wieland u. Jacobi, 
1925) vor. Die Galle des Rindes und des Menschen enthalt 
ausserdem noch Lithocholsiure (Fischer, 1911; Wieland u. 
Weyland, 1920) und Anthropodesoxycholsiure (Wieland u. 
Reverey, 1924). Die Desoxycholsiiure kommt meist mit 
Fettsiuren addiert als gepaarte Choleinsiure in der Galle vor. 
In der Galle des Hundes fehlt die Glykocholsiure ginzlich 
(Strecker, 1849). Die Gallensiure der Schweinegalle besteht 
hauptsichlich aus Hyodesoxycholsiure (Windaus u. Bohne, 
1923; Windaus, 1926), die der Ginsegalle aus. Chenodesoxy- 
cholsture (Windaus, Bohne wu. Schwarzkopf, 1924; 
Windaus u. Shoor, 1925), und die der Hithnergalle aus 
Gallodesoxycholsiure (Yonemura, 1926; Windaus u. Shoor, 
1926). Kurzlich hat Shoda (1927) im hiesigen Institut in 
der Birengalle eine neue Gallenséiure entdeckt, die als Ursodes- 


oxycholsdure bezeichnet wurde. Alle diese Siuren sind Isomeren 
der Desoxycholsiure. 


Die Gallensiuren der verschiedenen Fische haben Bensch 
(1848) und Strecker (1849) untersucht, und angenommen, 
dass sie mit Riicksicht auf den reichlicheren Schwefelgehalt 
der Fischgalle (Hecht, Karpfen und Weissfische) Taurocholsiuren 
sind. Wie oben schon erwihnt, haben Hammarsten und 
Oikawa in der Haifischgalle Scymnol gefunden. Im hiesigen 
Institut hat Ikoma (1927) aus der Galle von Seriola quinquer- 
adiata, Hosokawa (1927) von Muraenesox cinereus und Pagro- 
somus major, Shoda (1927) von Scomberomorus niphonius 
die Cholsiiure isoliert, und Kobayashi (1927) hat mit grossen 
Erwartungen die Galle des Plecoglassus altivelis untersucht, 
welcher hauptsichlich von Moos lebt, aber er konnte nur 
Cholsiure und Taurin isolieren. 

Aus den oben erwiihnten Tatsachen kann man wohl schlies- 
sen, dass die Gallensiurebildung nicht nur mit der Nahrung, 
sondern auch mit der specifischen Funktion der Leber, besonders 
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der Reticulo-endothelien der Leber bei den verschiedenen Or- 
ganismen in inniger Beziehung steht. In dieser Hinsicht ist 
es nicht ohne Bedeutung, die Galle bzw. die Gallensiure von 
verschiedenen Tieren zu untersuchen. Von diesem Gesichts- 
punkt aus habe ich mich mit der Untersuchung der Galle des 
Fugufisches beschiftigt. 

Der Fugufisch (Spheroides, Tetrodon, Igelfisch, Kugelfisch) 
enthilt im allgemeinen ein specifisches Toxin, welches nach 
Tahara Tetrodotoxin genannt wurde. In der Familie des 
Spheroides gibt es tiber 30 Arten verschiedener Grisse, von 
denen die eine giftig, die andere nicht giftig ist. WaAhrend 
des Friihlings findet sich das Gift in der gréssten Menge im 
Gvarium, in geringer Menge in Leber, Milz, Magen, Darm, 
Hoden und dem subcutanen Gewebe, gar nicht in den Muskeln. 
Giftige Fugufische finden sich besonders zahlreich im Meere 
von Japan, am Kap der guten Hoffnung-und an den kleinen 
Inseln von Siidamerika. 

Das Fugutoxin wurde seit langer Zeit von mehreren Autoren 
(Ozawa, 1884; Miura u. Takesaki, 1884; Takahashi u. 
TInoko, 1890; Tahara (1910) untersucht, und zuerst ziemlich 
rein von Prof. Tahara (1910) dargestellt; seine chemischen 
Eigenschaften und pharmakologischen Wirkungen wurden von 
Tahara und von Ishiwara (1917, 1924) klargestellt. Nach 
Ishiwara ist das Fugutoxin héchstwahrscheinlich eine Trau- 
benzuckerverbindung, und zwar nicht ein Glykosid, sondern 
ein Glvkoseester, da es gegen Siuren und Warme bestiindig, 
gegen Alkali sehr labil ist. Durch Alkalien wird der Trau- 
benzucker aus dem Toxin leicht abgespalten. 

Wenn eine geringe Menge Fugutoxin sich in der Leber 
findet, soll es irgendeinen Einfluss auf die Leberfunktion, 
insbesondere auf die Gallensiurebildung austiben. Deshalb 
habe ich die Galle des Fugufisches untersucht, um zu sehen, 
ob das Toxin oder seine Spaltungsprodukte, wie Glukose, in 
der Galle vorkommen. Aber wider Erwarten habe ich nur 
eine grosse Menge Cholsiure und das Taurin in der Galle 
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gefunden, und konnte weder Fugutoxin noch seine Spaltungs- 
produkte isolieren. 


I. Dre Gawie pes FUGUFISCHES. 


Im Winter 1927 habe ich 203 Gallenblasen des Fugufisches 
in Shimonoseki und Moji in Japan, wo das Fleisch des Fugu- 
fisches von Leuten gern gegessen wird, gesammelt und in 
Alkohol aufbewahrt. Die Gallenblase ist verhiltnismissig gross, 
von Kirschen- bis Wallnussgrésse, rundlich und enthilt 2-14 cem 
Galle, durchschnittlich 38, 4cem. Die frische Galle ist eine 
zihe, gelblich braune, schwach alkalische, fischartigriechende 
Flissigkeit. 


Il. DarsTELLUNG DER CHOLSAURE. 


700 ccm Galle wurden zu 1000 ccm eines 99% igen Alkohols 
hinzugefiigt, um die Mucine und alkoholunldésliche Substanz 
zu beseitigen, und nach einem Tage wurde das Ganze filtriert. 
Der Riickstand wurde fiir das Toxin behandelt. 

Das durch Destillation vom Alkohol befreite Filtrat wurde 
mit 1800 ccm. 33% iger Natronlauge 40 Stunden lang verseift 
und filtriert. Aus dem Filtrat wurde beim Anséuern mit 
verdtinnter Salzsiiure ein braun gefirbter Niederschlag aus- 
geschieden. Dieser Niederschlag wurde filtriert, (dass Filtrat 
wurde ftir Darstellung des Taurins aufbewahrt) mit Wasser gut 
gewaschen, im Ammoniak gelést, und dazu eine 10% ige 
Bariumchloridlésung hinzugefiigt, bis der flockige Niederschlag 
nicht mehr ausfiel. Der Niederschlag, den ich fiir Fettsiurensalz 
halte, wurde abgenutzt, und das Filtrat wurde unter Ansiiuerung 
mit Salzsiure ausgefallt, und abgenutzt. Die rohe Ausbeute 
betrug ca. 65¢. 

Der Niederschlag wurde in méglichst kleinen Mengen 
Alkohol heiss gelést, und tiber Nacht in dem Eisschrank stehen 
gelassen. Da war die Cholsiure kristallinisch ausgeschieden. 
Der Kristallbrei wurde abgenutzt und mit einer méglichst 
kleinen Menge Alkohol gewaschen. Diese fast farblosen Krist- 
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alle wurden in Alkohol gelést, und unter Zusatz von wenig 
Wasser mit Tierkohle entfirbt. Aug der heissen verdiinnten 
alkoholischen Lésung schieden sich allmiblich in langen Nadeln 
kristallisierende Massen aus. 

“Der durch mehrmalige Umkristallisation erhaltene Kristall 
schmeckt bitter, ist leicht léslich in Alkohol, Eisessig und 
Aceton, aber nicht in Wasser und Petrolaether. Er ergab 
schéne Pettenkofersche Reaktion, Myliussche Reaktion und 
auch Liebermann-Burchardsche Iarbenreaktion, Nach 
dem Trocknen in Vakuum bei 105°-110°C schmilzt er scharf 
bei 197°-198°C. Er ist rechtsdrehend; die specifische Drehung 
in Alkohol: 

O00 aac 


30 __ WAG 
[o}> 3x 0,254 + 87,4 
Titration : 
0,1892 g Substanz gebraucht 3,38ccm n/10NaOH Aquivalent fiir 
C2,H 4,05 
Berechnet 408 
Gefunden 411 
Analyse: 
0,1047¢ Substanz ergaben 0,2712g¢ CO, und 0,091o¢ H,O Fur 
Cig oe 
Berechnet C 70,538% H 9,879 
Gefunden C 70,649 1a ie 


Nach diesen Daten stimmt der Kristall mit der Cholsiiure 


gut tiberein. 
TII. DarsTeELLuNG DES TAURINS. 


Das von der Gallensiiure befreite Filtrat der Fugugalle 
wurde mit-Natronlauge neutralisiert, auf dem Wasserbade stark 
eingeenet und von dem ausgeschiedenen Kochsalz abfiltriert. 
Das Filtrat wurde wieder auf ein kleines Volumen eingeengt, 
und von der Ausscheidung scharf abgenutzt. Zu dem Filtrat 
wurde etwa das 10 fache Volumen 94% igen Alkohols hinzu- 
gefiigt und dieses tiber Nacht stehen gelassen. Da schieden 
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sich die Kristalle in langen Nadeln aus. Diese Kristalle wurden 
abfiltriert, mit Alkohol gewaschen und aus heissem Wasser 
umkristallisiert, eventuell unter Zusatz von Tierkohle. Da 
schieden sich die Kristalle in farblosen, grossen, glinzenden 
Prismen aus. Die Substanz lést sich leicht in Wasser, aber 
nicht in absolutem Alkohol und in Ather, und ist schwefel- 
und stickstoffthaltig. 
Analyse: 
0,1051 g Substanz gebraucht 8,2ccm n/10H.,SO, nach Kjeldahl 
Fiir C,H,NSO; 


Berechnet N 11,19% 
Gefunden N 10,93% 


Aus den oben erwihnten Daten geht hervor, dass die 
erhaltene Substanz das Taurin ist. 


IV. UwrersucuunG DES ToxXINs IN DER F°UGUGALLE. 


Der nach Zusatz von Alkohol ausgeschiedene Niederschlag 
in der Galle wurde mit Wasser extrahiert, und nach Tahara- 
scber Angabe mit Bleizucker ausgefallt und filtriert. Das Filtrat 
wurde mit Ammoniak schwach alkalisch gemacht. Da schied 
sich ein geringer Niederschlag aus. Der abfiltrierte Niederschlag 
wurde in etwas Wasser gelést, mit Natronlauge invertiert, und 
auf die Trommersche, und Nylandersche Reaktion hin gepriift. 
Aber beide Reaktionen waren negativ. Ich habe auch das von 
Taurin befreite Filtrat auf diese Reaktionen hin gepriift, aber 
das Ergebnis war ebenfalls negativ. 

Auf Grund dieser Daten kann man wohl vermuten, dass 
weder das Fugutoxin noch der Traubenzucker, das Spaltungs- 
produkt des Toxins, in der Winterfugugalle vorkommen. 

Durch oben erwihnte Versuche ist bewiesen, dass die 
Taurocholsiure der Hauptbestandteil der Gallensiiure in der 
Fugufischgalle ist, und in ca. 9,09 enthalten ist. 


Zum Schluss halte ich es fiir meine Pflicht, Herrn Prof. 
Dr. T. Shimizu meinen herzlichsten Dank fiir seine wberaus 
freundliche Anleitung bei meiner Arbeit auszusprechen. 
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UBER DIE BUFODESOXYCHOLSAURE IN DER 
GALLE VON BUFO VULGARIS JAPONICA. 


I. Mitteilung. 


Von 
TAKEJI OKAMURA. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu. Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr..T. Shimidzu.) 
(Eingegangen am 11. Oktober 1927.) 


Die Kenntnis von den gallenspecifischen Bausteinen der 
Gallensiuren ist in den letzten Jahren durch die Arbeiten von 
Wieland und anderen Autoren ausserordentlich gefordert 
worden. Desoxycholsiure wurde zuerst von Mylius (1887) in 
verfaulter Rindergalle gefunden und von ihm fiir ein bakteri- 
elles Reduktionsprodukt der Cholsiure gehalten. Da diese Siure 
aber regelmissig aus frischer Galle erhalten wird, so hat man 
diese Ansicht nunmehr aufgegeben. Die Desoxycholsiure wurde 
nach dem Verfahren von Langheld (1908) von der Cholsiure 
abgetrennt und in reinem Zustand von Wieland u. Sorge 
(1916) erhalten. Zum ersten Male wurde die Choleinsiure von 
Latschinoff (1885) beobachtet. Ihre Natur wurde von 
Wieland und Sorge (1916) erhalten. Zum ersten Male wurde 
die Choleinsiure von Latschinoff (1885) beobachtet. Ihre 
Natur wurde von Wieland und Sorge (1916) dahin aufgeklirt, 
dass sie eine Additionsverbindung der Desoxycholsiiure mit den 
héheren Fettsiiuren sei, von denen die mit einem aquimolekularen 
Gemisch von Palmitin- und Stearinsiure regelmissig in grésserer 
Menge aus Galle erhalten wird. Wieland und Sorge haben 
den Namen Choleinsiiure als Gruppenbezeichung fiir die gesam- 
ten Additionsprodukte beibehalten. Neuerdings ist eine Reihe von 
Tsomerien der Gallensiiure von vielen Autoren isoliert worden, 
so Anthropodesoxycholsiure von Wieland (1924, 1925) und 
Tobel (1925) aus Menschengalle und Rindergalle, Chenodes- 
oxycholsiiure von Windaus (1924, 1925, 1926) aus Gansegalle, 
Gallodesoxycholsiure von Yonemura (1926) aus Hihnergalle, 


ool 
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Hyodesoxycholsiure von. Windaus (1923, 1926) aus Schweine- 
galle und Ursodesoxycholsiure von Shoda (1927) aus Barengalle. 
Aus dem Driisensekret der Krotenhaut ist von Faust (1902, 
1906) der wesentliche Bestandteil das Bufotalin Co3H3g0¢ isoliert 
und von H. Wieland (1913, 1922, 1920) eingebend studiert 
worden. Der eigentliche Giftstoff, das Bufotoxin ist in seiner 
Zusammensetzung sehr kompliziert. Beim Kochen mit ver- 
diinnter alkoholischer Salzsiure erfolgt Spaltung in je ein 
Molekiil Essigsiure, Suberylarginin und Bufotalin CxHsOs. 
Von dem letzteren, vielfach ungesittigten Bufotalien gelangt 
man durch Hydrierung zu einer gesittigten laktonartigen Ver- 
bindung Bufotalan C.H3303. Die zugehérige Oxysiure CaHwO. 
ist isomer mit der Desoxycholséure. Nun habe ich die Galle 
baw. die Gallensiure von Bufo vulgaris japonica untersucht 
und eine in schénen Nadeln kristallisierende Gallensiure 
gefunden, aus der durch Hydrolyse mit Kaliumhydroxyd ein 
Isomer der Desoxycholsiure erhalten wurde, das ich Bufode 
soxycholsfure nenne. Obgleich ich mich oft bemiht habe, 
diese Séure in kristallisiertem Zustand :zu erhalten, war es 
doch vergebens. Die Bufodesoxycholsiure ist aus allen nur 
moéglichen organischen JLésungsmitteln nichtkristallisierbar. 
Ihre Natrium-, Kalium-, und Bariumsalze sind alle auch 
nicht kristallisierbar. Diese Salzlésungen werden manchmal 
bein Erkalten gelatinds. In verdiinnter alkoholischer Lésung 
wird auch die freie Siure gelatinéds. Da sie sich nicht kri- 
stallisiert hat, so habe ich die oxydierte Séure zur Analyse 
gebraucht. Bei der Oxydation mit Chromsiure liefert sie 
eine Dehydrobufodesoxycholsiure, die bei 212°C. sich erweicht 
und bei 230°C. schmilzt. Die Analyse zeigt, dass die Bufodes- 
oxycholsiure ein Isomer der Desoxycholsiure ist, die in der 
Menschen- und Rindergalle regelmassig gefunden wird; sie zeigt 
folgende specifische Drehung: [a]’=—16. Arbeiten zur weiteren 
Erklirung sind jetzt im Gang. Aus dieser Galle habe ich ein 
wenig Cholséure neben Bufodesoxycholsiure und auch Chole- 
sterin isoliert. 


K 
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Beschreibung der Versuche. 
Diz GaALte. 

Die Galle der Kriten ist eine neutralreagierende Fliissigkeit 
von tiefblauer Farbe. Eine Gallenblase enthalt ungefihr 
0,5-1,0 cem Galle. Thre specifische Leitfahigkeit betriigt unge- 
fahr 170,52.107*. Sie enthilt etwa 5,33% feste Stoffe und liefert 
beim Gliihen 1,07% Asche. 

Diese Galle wurde im Scheidetrichter vielmals mit dem 
gleichen Volumen Chloroform geschiittelt. Die schwach gelblich 
gefarbte Chloroformlésung wurde erst’ mit verdtinnter Natron- 
lauge, dann mit Wasser gewaschen und darauf verdunstet. Der 
Riickstand wurde mit heissem Alkohol extrahiert und filtriert. 
Beim Verdunsten in Zimmertemperatur schieden sich Kristalle 
ab, welche die typische Cholesterinreaktion ergaben. 

Bearbettung der Galle. Die durch Alkohol von Muzin 
befreite Galle wurde durch Destillation wieder von Alkohol 
befreit, der Riickstand in Wasser aufgenommen und mit Bleies- 
sig versetzt. Der Niederschlag von Bleisalzen wurde mit Natri- 
umearbonatlésung auf dem Wasserbade in Alkalisalze verwandelt, 
die durch wiederholte Extraktion mit Alkohol von dem unlés- 
lichen Carbonat getrennt wurden. Aus der alkoholischen Lésung 
wurde mittelst Ather gallensaures Salz ausgefallt. Nach wieder- 
holter Umfiilung aus Alkohol wurde dieses in weissen amorphen 
Massen erhalten. Bei Wiederholung dieser Behandlung schieden 
sich schéne weisse Nadeln aus der alkoholischen Lésung. Das 
Natriumsalz war leicht léslich in Alkohol und Wasser, unléslich 
in Ather und Chloroform. Es schmeckte sehr bitter und ergab 
die Pettenkofersche Reaktion. Leider ist hierbei zu wenig 
Substanz erhalten geblieben, um sie zur Analyse zu ver- 
wenden. . Nitheres hieriiber werde ich in den niichsten Mittei- 


lungen berichten. 


A. Bufodesoxycholsdure und Cholsdure. 
Etwa 380-cem Krotengalle (aus 700 Kréten gewonnen) wurde 
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mit 200 ¢ Kaliumhydroxyd und zwei Litern Wasser auf dem 
Sandbad unter Ersetzung des verdampfenden Wassers 33 Stunden 
gekocht. Das Reaktionsprodukt wurde mit Wasser verdiinnt 
und mit verdiinnter Salzsiure angesiiuert. Hierbei schieden sich 
gelbbraune, flockige Massen ab. Nach dem Absetzen wurde der 
Niederschlag abfiltriert und mit kaltem Wasser gut gewaschen. 
Die Ausbeute betrug ca. 34g. Dieses Rohprodukt wurde in ¢a. 
300 cem eines 98% igen Alkohols geldst, die Lésung mit 100 ccm 
Wasser versetzt und zur Entfernung der Fettsiure mehrmals 
mit je ca. 300ccm des bei niedriger Temperatur siedenden 
Petrolithers ausgeschiittelt. Nach dem Abdestillieren des 
Alkohols wurde der Riickstand in verdiinntem Ammoniak gelést 
und unter allmihlicher Ansiuerung mit Salzsiure mittelst 
Petrolather im Scheidetrichter nochmals kréaftig geschiittelt. 
Der dabei entstandene Niederschlag wurde abgesaugt, wieder in 
verdtinntem Ammoniak gelést, mit einer 10% igen Barium- 
chloridiésung versetzt und auf dem Wasserbade eine Stunde 
digeriert. Nach dem Erkalten wurde das ausgeschiedene 
Bariumsalz abgesaugt, das Filtrat auf dem Wasserbade eingeengt 
und wieder abfiltriert. Das Filtrat wurde mit verdiinnter Salz- 
siure ausgefallt und filtriert. Dieser Niederschlag wurde aus 
verdiinntem Alkohol mehrmals umkristallisiert. Ausbeute ca. 
1g. Aus dem Alkohol kristallisieren sich schéne lange Prismen, 
die in Alkohol, Aceton und Eisessig leicht léslich, in Ather 
schwer und in Wasser unléslich sind. Nach dem Trocknen in 
Vakuum bei 110°C. schmilzt der Kristall bei 197°C. Es ergab 
Pettenkofersche und Myliussche Reaktion. 

Titration: 0,1 g Substanz brauchten 23-74 ccm N/100 NaOH. 

Aquivalent fiir C,,EHs0; Ber. 408 
Gef. 421 

Die specifische Drehung ist als 22% ige Lésung in absolutem 

Alkohol. 


7 0.7 
lely= 9.74 x 100. _ 4.37 
JES 
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Analyse: 0,092 g: 0,239¢ COz und 0,0812 ¢ H.O 
CuHoO; Ber. C 70,538% H 9,8 % 
Gel, 70844, ., 9.87.,, 
Hinsichtlich der Eigenschaften und der Analyse stimmt die 
Sdure mit der Cholsiure ganz tberein. 

Der von der Cholsdiure befreite Niederschlag wurde in 
Alkohol gelést und mit Tierkohle entfairbt. Unter Zusatz von 
Wasser in die alkoholische Lésung konnte die Sdure nicht 
kristallinisch erhalten werden, vielmehr wurde beim Versetzen 
mit Wasser die Lésung kolloidartig. Thr Natrium- und Kalium- 
salz ist auch nicht kristallinisch; diese Salzlésungen sind auch 
manchmal gelatinds geworden. So wurde die Bariumsalzlésung 
mit der Kaliumcarbonatlésung auf dem Wasserbade erwirmt 
und mit verdiinnter Salzsiure ausgefillt. Die freie Sdure ist 
in Alkohol, Aceton, Essigither und Eisessig leicht lédslich, 
nicht aber in Chloroform, Ather und Wasser. 

Auch konnte sie weder aus irgendwelchen organischen 
Lésungsmitieln, noch durch Methylierung oder Athylierung 
kristallinisch erhalten werden. Nachdem ich im Hochvakuum 
bei 100° amorphe Sdure tagelang getrocknet hatte, versuchte ich 
nochmals, sie kristallinisch zu erhalten.. Doch es war vergebens. 

Die amorphe Sdure schmeckt bitter und zeigt die Petten- 
kofersche, aber nicht Myliussche Reaktion. 


B. Dehydrodesoxycholsdure. 


2g amorphe Bufodegoxycholséure wurden nach dem von 
Hammersten angegebenen, von Latschinoff (1887) und 
Pregl (1910) auf die Oxydation der Desoxycholsaure tbertra- 
genen Verfahren in Eisessig mit Chromséure oxydiert. Die 
Temperatur liess sich nicht tiber 25° steigern. Das Rohprodukt 
betrug ca. 1g. Aus verdiinntem Alkohol wurde es mehrmals 
umkristallisiert. Aus dém Alkohol kristallisiert es in schénen 
glinzenden Nadeln, die in Alkohol, Aceton und Eisessig leicht 
léslich sind. Beim Trocknen im Vakuum bei 110° erweicht es 
sich bei 212° und schmilzt scharf bei 230°. 
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Titration: 0,04g Substanzen brauchten 1 cem N/10 NaOH. 
Agquivalent fiir CaHs.O. 
Ber. 388. 
Gef. 400. 
Specifische Drehung in 99% igem Alkohol: Konz. 1% 
abgelesener Winkel 0,16 


ne OG 100 
ae fee 
Analyse: 0,007 g : 0,2728 g CO, und 0,085 H,O 
Cos H3gO4 Ber. C 146 15) 9,34% 
Gef; . 74;26,, 45 (9)444; 
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Il. EqNiGE PHYSIOLOGISCHE WIRKUNGEN DER 
BUFODESOXYCHOLSAURE. 


A. Einfluss der Bufodesoxycholsaure auf die 
Pankreaslipasenwirkung. 


Seit Nenki (1886) ist allgemein bekannt, dass die Gallen- 
sure die Fettspaltung der Pankreaslipase férdert. Einige Zeit 
waren Autoren wie Babkin (1903) der Meinung, dass die 
Gallenséure die Fahigkeit haben solle, inaktives Steapsinogen 
in ein aktives Steapsin tiberzuftihren. Neuerdings hat aber 
Willstatter (1928) festgestellt, dass der Wirkungsmechanismus 
der Aktivatoren nicht auf der Umwandlung eines Lipasezymogens_ 
in wahre Lipase, sondern vielmehr auf der Férderung der 
Lipasewirkung beruht. Dass diese fordernde Wirkung der 
Gallensaure je nach der Struktur der Gallensdure ganz verschieden 
ist, wurde von Shoda (1926) beriicksichtigt. Dieser hat weiter 
erklart, dass die OH-Gruppe in Stellung 7 des zweiten Ringes 
im Molektl der Gallensdiure bei der Férderung der Fettspaltung 
durch Pankreaslipase eine bedeutende Rolle spielt und fir die 
fordernde Wirkung unbedingt notwendig ist. In diesem Sinne 
ist es nicht ohne Bedeutung, die fettspaltende Wirkung der 
Bufodesoxycholsdiure zu untersuchen. 


Uber die Bufodesoxycholsiure in der Galle. 357 


Methodik. 


Die Bufodesoxycholséure ist, wie ich -schon oben erwahnt 
habe, nicht kristallisierbar. Deshalb wurde méglichst reine 
-amorphe Séure zum Versuch gebraucht. Die Siure wurde als 
Natriumsalz in Wasser gelést und in 0,25% iger Lésung zur 
Verfiigung gestellt. Als Lipasepriparat habe ich Glycerinextrakt 
des Rinderpankreases und als Substrat habe ich Glycerinextrakt 
des Rinderpankreases und als Substrat netitrale homogene Oli- 
vendlemulsion nach Kanitz (1905) gebraucht. Die Versuche 
wurden nach Kanitz und immer in Parallelbestimmungen 
ausgeftihrt. Alle mitgeteilten Titrationswerte sind als Mittelwerte 
von zwei gesondert angesetzten und in gleicher Weise behan- 
delten Einzelversuchen anzusehen. 

Aus den Versuchen 1 und 2 ist ersichtlich, dass die 
Bufodesoxycholsiure die Wirkung der Pankreaslipase verstarkt. 
Aber diese verstiirkende Wirkung ist im Vergleich zu derjenigen 
der Cholsture und Desoxycholsiiure viel schwicher und wird 
mit der Zunahme der Konzentration von Bufodesoxycholsdure 
ganz allmahlich geférdert. Als Tatsache scheint mir bewiesen 
zu sein, dass die siebente OH-Gruppe des zweiten Ringes im 
Molekitil der Bufodesoxycholsiure fehlt. 


VERSUCH I. 


Nach 15 Stunden titriert. 


0,25% Natriumdesoxycholatlésung 0 
in ccm : 


Lipaselésung in ccm 2 2 2 2 
Olemulsion in ccm 2 2 : 2 2 
Wasser in ccm 10 8 6 4 2 
Toluol in cem 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 


N/10 NaOH ccm 13,1 16,6 18,6 19,7 20,5 
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VERSUCH II. 


Nach 15 Stunden titriert. 


0,25% Natriumdesoxycholatlésung 10 12 14 16 18 
in cem 

Lipaselésung in ccm 2 2 2 2 2 

Olemulsion in cem x 2 %, % 2 

Wasser in ccm 8 6 4 0 

Toluol in ecm 0,5 0,5 0, 0,5 0,5 

N/10 NaOH cem 17,35 | 17,45) 18,3 18,55 | 19,35 


B. Hémolytische Wirkung. 


Im Jahre 1919 hat Hermann Wieland gezeigt, dass die 
hdmolytische Wirkung der Desoxycholsiure durch Serumzusatz 
etheblich vermindert oder véllig gehemmt wird, eine von Lidke 
(1906) und Bayer (1908) bei Gallen und anderen Gallensiuren 
schon friiher beobachtete Erscheinung. Ferner hat er gezeigt, 
dass Cholsiure in der Konzentration von 1: 220 und Desoxy- 
cholsiure in der von 1: 1930 die Blutkérperchen des Rindes zur 
Hamolyse bringt. Im hiesigen Institut hat Shoda (1927) die 
hamolytische Wirkung der verschiedenen Gallensiuren unter- 
sucht und beobachtet, dass sie bei Desoxycholséure und Gallo- 
’ desoxycholsiure (=Chenodesoxycholsiure von Windaus) in der 
Grenzkonzentration von 1 : 2560 und bei Hyodesoxycholsdure 
in der von 1 : 1280 liegt. Ausserdem hat er gezeigt, dass eine 
innige Beziehung zwischen himolytischer Wirkung und chemi- 
scher Struktur der Gallensiuren besteht. Bei Stauungsikterus 
gelangt die Gallensaéure mehr oder weniger in das Blut und 
hier tbt sie irgendeinen Einfluss auf den Blutstoffwechsel aus. 
In diesem Sinne ist es nicht ohne Bedeutung, die hamolytische 
Wirkung der Bufodesoxycholsdure zu untersuchen. 
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Methodtk. 


Hier habe ich Kaninchenblut zum Versuch verwandt; alle 
Hamolysenversuche sind mit dem gesamten Volumen von 2 ccm 
angestellt. Bufodesoxycholat kam in 19 physiologischer Koch- 
salzlésung zur Verwendung, um eine weitere Verdiinnung zu 
erzielen. Das Resultat sei hier in der Tabelle gegeben. 


Verdiinnungsgrad der Bufodesoxy- 


cholsaéurelésung 
200 | 4)0 | 800 | 1600 | 3200 | 6400 | 12800 

RGéhrchen Nr. 1 2 3 4 5 6 7 
0,9% NaCl cem. 1 1 1 1 1 1 i 
5% Blutkérperchenauf- 1 1 1 if 1 1 1 

schwemmung ccm. 
Hamolyse: 

+ positiv + ee + ef fe = = 

— negativ 


Aus diesem Versuch geht -hervor,’ dass die himolytische 
Grenzkonzentration der Bufodesoxycholsiure den Wert 1 : 3200 
zeigt und ihre Wirkung unter den bisher gefundenen Gallen- 


sfuren am stirksten ist. : : 
Zum Schluss danke ich dem ere ntsraiicteraci erge- 


benst fiir ‘das gewaihrte Stipendium. 
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DETERMINATION OF NICOTINE AND AMMONIA 
IN TOBACCO. 


By 
YUZURU OKUDA 
(From the Biochemical Laboratory, Kyushu Imperial University.) 


(Received for publication, October 12, 1927) 


A variety of methods have been established for the deter- 
mination of nicotine which is the main poisonous element in 
tobacco and moreover is peculiar to it. 

The present communication describes a new method for 
the determination of nicotine as well as of ammonia in tobacco. 
The quantity of nicotine is determined by this method with 
nearly the same accuracy as by other methods at present in 
use. The advantages of this method are that a single determi- 
nation occupies only from one and a half to two hours while 
Kissling’s method and the silicotungstic acid method require 
a much longer time, and that the quantities of nicotine and 
ammonia are determined simultaneously in any given sample. 
Toth’s method for the determination of nicotine may be the 
simplest, but on the other hand, it has a drawback in that 
the titration takes a long time, owing to the difficulty of 
separating the ether and aqueous layers, if much resinous 
matters are present in the sample employed. 

The principle of the present method ,is to distil nicotine 
and ammonia by means of steam and magnesia usta into a 
receiver containing a certain quantity of acid, and to determine 
the sum of them by titration with a standard alkali, and to 
determine the amount of ammonia by formol titration, in the 
separate portions of the distillate. The quantities of nicotine 
and ammonia are given by simple calculation. 

Procedure and Method of Calculation :—Place from 3 to 
6 gm. of finely powdered tobacco (or about 1 gm. of tobacco 
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extract) in a flask, capable of holding about 700 cc. Add about 
50 cc. of water and some magnesia usta and distil in a current 
of steam passing the distillate through a condenser cooled by 
a current of water. Continue the distillation until all the 
nicotine and ammonia have passed over into a receiver con- 
taining 30-50 cc. of N/10 H,SO,. The volume of the distillate 
usually varies from 350 to 450 cc. When the distillation is 
complete make up the volume of the distillate to 500 cc. 

Take 100 cc. of the solution and titrate with N/10 NaOH, 
using a few drops of lacmoid or cochineal as indicator. The 
amount of N/10 H,SO, corresponding to the sum of the nicotine 
and ammonia is determined as such. 

Take another 100 cc.%, add about 1 ce. of phenolphthalein 
and titrate to a faint but permanent pink color with N/10 
NaOH. Then add 10-20 cc. of the neutral formalin solution. 
In this case the following reaction takes place and an acid 
solution is produced :— 

2 (NH,).SO, + 6CH2O = N,(CH2)s + 6H20 + 2H,SO, 
Titrate the acid solution with N/10 NaOH to the pink color as 
before. One cc. of N/10 NaOH being equivalent to 1.7 mg. of 
ammonia, the quantity (mg.) of ammonia is obtained by the 
miGleeienien of the number of cc. of N/10 NaOH required 
by Lz 

By the subtraction of the amount (cc.) of N/10 H.SO, cor- 
responding to ammonia from the amount of N/10 H,SO, cor- 
responding to the sum of the nicotine and ammonia previously 


(1) If dilute caustic soda solution is used instead of magnesia usta, add 
a few pieces of pumice and paraffin to prevent bumping and frothing. 

Shake the flask now and then, if necessary, to prevent the adhesion of 
tobacco on the inside of the glass wall. 

(2) If the content of ammonia (or amines) is little in the sample em- 
ployed, it is better to use 200 cc. or more and evaporate the acid solution 
into a small volume, and then to make the determination, 

(3) The neutral formaldehyde solution is freshly prepared. To 100 ce. of 
commercial formaldehyde, add 2-3 cc. of phenolphthalein solution, and NaOH 
until the solution acquires a faint pink color. 
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obtained, the amount of sulphuric acid corresponding to the 
nicotine will be found. Multiplying the coefficient 0.0162 with 
this amount, the quantity (gm.) of nicotine is calculated. The 
coefficient is introduced from the relation that’ one molecule of 
sulphuric acid is equivalent to two molecules of nicotine. 
98 gm. of H.SO,=324 gm. of nicotine or 2 (CpHiN2) 
‘Lec. of N/10 H,SO,=0.0162 gm. of nicotine. 

An Example of the Determination :—5 gm. of tobacco were 
subjected to the steam distillation as above mentioned, using 
30 cc. of N/10 H.SO, in the receiver. The distillate was made 
up to 500cc. 100 cc. of the distillate, was titrated with N/10 
NaOH and 3.6 cc. of the latter was required, namely 18 cc. for 
the total distillate. (30-18) or 12-cc. of N/10 H.SO,, therefore, 
corresponds to the sum of the quantities of nicotine and 
ammonia in the total distillate. 

Another 100 cc. of the distillate produced acid, by means 
of neutral formalin, corresponding to 1.6 cc. of N/10 NaOH, 
namely 8 cc. for the total distillate. The quantity of ammonia 
in the total distillate, therefore, corresponds to 8 cc. of N/10 
H.SO,, that is, it is 8x1.7 or 13.6 mg. 

From the results obtained as above, we find that the 
quantity of nicotine in the total distillate corresponds to (12-8) 
or 4cc. of N/10 H,SO,, that is, it is 4x0,0162 or 0,065 gm. 

Experiments with Pure Substances :—With pure nicotine 
and ammonia, the determination was carried out, and 97-99% 
of nicotine and 97-100% of ammonia were recovered. 

Comparison :—(a). The new method was compared with 
Toth’s method with the following results: — 


Nicotine (%) Ammonia (%) 
New method 1.65 0.25 
New method) 1.63 0.25 
Toth’s method 1.65 -- 


(1) In this case, 10 gm. of tobacco was extracted for 30 minutes with 
200 ec. of 0.59% HCl on a boiling water bath under a reverted condenser. It 
was then cooled and filtered, and 100 cc. of the filtrate was subjected to the 


determination as usual. 
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(b). The new method was compared with other methods 
such as Toth’s, Kissling’s, and Chapin’s modification of 
Bertrand-Javillier’s method (silicotungstic acid method). 
Only the results obtained for nicotine rae described here, as 
the other methods discard ammonia. 


New method IB) OK Nicotine 
Toth’s method 1.48 ,, s 
Kissling’s method TWAS Ss Sg 
Silicotungstic acid method 129%. a 


Another Method :—One more method was devised by the 
writer. The basis of this method depends upon the fact that 
nitrous acid liberates nitrogen gas from ammonia but does not 
from nicotine. The principle of the method is to determine 
the total nitrogen, and amino-N by Van Slyke’s apparatus 
in the distillate from tobacco. Calculation is made from the 
results obtained. But this method is not so simple and 
accurate as the method above mentioned. 

My thanks are due to Mr. Kitaro Katai, one of my 
assistants, for the analytical work. 
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EXPERIMENTELLE BEITRAGE ZUR WIRKUNG 
DER PARASYMPATHIKUSGIFTE AUF 
DEN BLUTZUCKER,. 


IY. Fortsetzung der Untersuchungen tiber Herabsetzung 
- des Blutzuckers durch Parasympathikusreizung, 


Von 


TORAO SAKURAI. 
(Aus dem biochemischen Institut der medizinischen 
Akademie zu Niigata.) 
(Eingegangen am 20. Oktober 1927.) 


In der fritheren Arbeit (Sakurai, 1926) habe ich nach- 
gewiesen, dass nach der kombinierten Injektion des Ergotoxins 
und Pilokarpins oder Ergotoxins und Cholins eine Herabset- 
zung des Blutzuckers eintritt. Aber, da eine leichte Verminde- 
rung des Blutzuckers bisweilen auch durch die Injektion des 
Ergotoxins allein verursacht wird, kann man nicht mit Sicher- 
heit schliessen, dass der Blutzucker durch Parasympathikusrei- 
zung vermindert wird. " Wenn die Herabsetzung des Blutzuckers 
wirklich auf Parasympathikusreizung beruht, muss sie durch 
Parasympathikuslihmung mit Atropin verhindert werden. Um 
diese Frage weiter sicher zu stellen, habe ich nun den Einfluss 
des Atropins auf Herabsetzung des Blutzuckers untersucht, die 
durch kombinierte Applikation des Ergotoxins und des Pilo- 
karpins hervorgerufen wird. 

Die Untersuchungsmethoden sind dieselben wie ich sie in 
meinen vorher gehenden Mitteilungen beschrieben habe. 


UNTERSUCHUNGSRESULTATE. 
I. Uber die Ergotoxinpraparate. 


Anfangs habe ich Mercks “‘ Ergotoxin”’ gebraucht. Aber 
seine Wirkung auf die Adrenalin- oder Diuretinhyperglykémie 
ist viel schwicher im Vergleich mit “‘ Ergotinin amorph”’ 
(Merck), wie in den folgenden Tabellen I u. I und Fig. 1 
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a. 2 ersichtlich ist. Daher habe ich in den darauf folgenden 
Experimenten nur das ‘‘ Ergotinin amorph’’ benutzt. Von 
hier an werde ich das Wort ‘‘ Ergotoxin’’ anstatt der Worte 
‘‘Ergotinin amorph’”’ gebrauchen. 


TABELLE I. 


(“ Ergotoxin ’’? und Adrenalin) 


Kaninchen Blutzuckergehalt (%) 
7 Bemerkungen ~ 
anes Gewicht ache nach 
: g- (| VORMCES 1 Biel Gta) ee Oe echt: 
; | Adrenalin 0.1 mg 
i 2500 0.090 0.203 0.290 0.330 0.340 pro kg = 
2 2100 0.095 0;255 0.332 0.389 0.354 
3 2300 0.087 0.262 0.329 0.305 0.278 
Mittel 0.093 0.233 0.317 0.341 0.324 
T, ‘“Ergotoxin ”’? 3 mg 
4 j890 0.125 . 0.161 0.209 0.312 a ae = 
0.1 mg 
5 | 1800 | 0.101 | 0.228 | 0.263 | 0.261 | — “ Ergotoxin ” 2 mg 
u. Adrenalin 
6 | 2000 | 0.093 | 0.150 | 0.167 | 0.156 |  — O.1mg 


“ Ergotoxin”’ 1 mg 
7 | 1700 | 0.117 | 0.198 | 0.225 | 0.252 | 0.265 | u. Adrenalin 


0.1 mg 
8 1950 0.095 | 0.187 | 0.209 | 0.233 | 0.226 


Mittel 0.106 | 0.185 | 0.215 | 0.248 se 


TABELLE II. 
(Diuretin und verschiedene Ergotoxinpraiparate) 
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Kaninchen Blutzuckergehalt (%) 
. Bemerkungen 
Gewicht} _ nach 
, Nr. g |Vvorher|) 1g¢ | oSt. | 386. | 48t. 
o 1900 0.099 0.192 0.215 0.204 0.200 Diuretin 0.5¢ 
10 1860 0.091 0.191 0.197 0.211 0.210 (pro kg) 
11 2050 0.094 0.179 0.190 0.209 0.210 
12 1650 0.110 0.147 0.185 0.188 0.207 
13 2200 0.120 0.221 0.227 0.256 0.234 
Mittel 0.103 | 0.186 | 0.203 | 0.214 | 0.212 
14 1700 0.096 | 0.134 | 0.170 | 0.190 | 0.187 | “ Ergotoxin”’ 1mg- 
Diuretin 0.5 ¢ 
15 1880 0.112 0.148 0.164 0.244 | (gestorb.) (pro kg) 
Mittel 0.104 0.141 0.167 0.217 _ 
“ Ergotinin 
16 2500 0.105 | 0.108 | 0.104 | 0.112 |] 0.112 amorph” Lng 
Diuretin 0.5 ¢g 
17 2050 0.105 | 0.115 | 0.102 | 0.097 | 0.090 (peo be) 
Mittel 0.105 | 0.112 | 0.103 | 0.105 | 0.101 


oe Blut 2zuckert®) 


_, Zecl- ( Slande } 


Bhtzucker (%) 


OSS 


368 T. Sakurai: 


IT. Kombinierte Applikation des Ergotoxins 
und des Pilokarpins. 


Man injizierte 0.5-1.0 mg Ergotoxin pro kg Kérpergewicht 
und 15 Minuten danach 1 mg Pilokarpin pro kg Kérpergewicht 
des Tieres. Die Resultate sind in der Tabelle III niedergelegt. 

Wie man aus der Tabelle deutlich ersieht, wird der Blut- 


zucker vermindert. 
IIT. Kombinierte Applikation des Ergotoxins, 
Atropins und des Pilokarpins. 
Man injizierte 0.6mg Ergotoxin pro kg Kérpergewicht, 
5 Minuten danach 1mg Atropin pro kg Kérpergewicht und 


15 Minuten danach 1mg Pilokarpin pro kg Kérpergewicht. 
Die Resultate sind in der Tabelle IV und Fig. 3, 4. auf- 


gezeichnet. 


Fig. 4. 


ces Blu Tyucke rs 
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Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, vermindert sich der 
Blutzucker gar nicht. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


L Nach der kombinierten Applikation des Ergotoxins 
und des Pilokarpins tritt eine Herabsetzung des Blutzuckers 
ein, ganz wie meine friiheren Ergebnisse es gezeigt haben. 
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2. Die oben erwiihnte Herabsetzung des Blutzuckers wird 
durch Atropin verhindert. 

Ks ist daher sicher, dass der Blutzucker durch Parasym- 
pathikusreizung vermindert wird. 

Verfasser hat die angenehme Pflicht, Herrn Prof. Dr. 
Masaki fiir seine freundlichen Ratschlige herzlichsten Dank 
auszusprechen. 


LITERATUR, 
Sakurai, T. (1926): Journal of Biochemistry, 6, 487. 
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DIE BEDEUTUNG DER GALLENSAUREN IM 
KOHLENHYDRATSTOFFWECHSEL. 


II. Uber den Einfluss der Gallensaduren auf die 
Mutarotation der Glucose. 


Von 
TAKUICHI HATAKEYAMA. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 


Vorstand: Prof Dr. T. Shimizu.) 
(Eingegangen am 27. Oktober 1927.) 


Die Erscheinung der Mutarotation, die schon 1846 von 
Dubrunfaut beobachtet wurde, besteht bekanntlich darin, 
dass viele optisch active, organische Kérper, wenn sie in festem 
Zustande schnell gelést und im Polarimeter untersucht werden, 
ein Drehungsvermégen besitzen, welches sich allmihlich dndert, 
bis es nach ktirzerer oder lingerer Zeit einen konstanten Wert 
annimmt. 

Die Bezeichung ‘‘ Mutarotation ”’ sollte jedoch auf solche 
Falle beschrinkt bleiben, wo die urspriingliche Substanz sich 
durch Auskrystallisieren aus ihrer alten Lésung zurtickgewinnen 
lisst. Chemische Anderungen, die nicht in der genannten Weise 
rickgingig gemacht werden kénnen, gehéren nicht hierzu. 

Um die Mutarotation zu erkliren, nimmt Hudson (1909) 
an, dass die Aldosen in zwei isomeren Formen von verschiedener 
spez. Drehung existieren, welche beim Auflésen durch eine 
reversible Reaktion in einander tibergehen kénnen. Die zwei 
Formen kommen dadurch zustande, dass zwischen dem end- 
stiindigen Kohlenstoffatom in der Aldehydgruppe und dem 
y-Kohlenstoffatom eine laktonartige Bindung eintritt. -Dadurch 
wird auch das endstindige Kohlenstoffatom asymmetrisch, und 
je nachdem die Lagerung der.an dieses. Kohlenstoffatom ge- 
bundene Atom verschieden ist, erhilt man zwei Formen (c«- 
u. 8-Form). Bleyer u. Schmidt (1923) untersuchten die 
Mutarotation bei der Einwirkung von Alkalien und Siuren auf 
die Kohlenhydrate und entdeckten, dass der Ubergang der 
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Hexosen oder auch der Disaccharide unter dem Einfluss von 
OH-Ionen in die Verbindung mit niederem Kohienstoffgehalt 
sicher tiber verschiedene Zwischenstufen fiihren muss. Besonders 
bei Glucose nehmen sie an, dass aus der o-Glucose unter 
Isomerisation sich primar die sog. y-Glucose bildet, die an 
Stelle des y-Oxydringes einen Kohlenstoffring, bestehend aus 
vier Kohlenstofiatomen, enthalt, deswegen seiner geringen 
Bestindigkeit unter Aufnahme von zwei Molekiilen Wasser in 
Glycerinaldehyd zerfallen kann. 

Aus diesem Spaltprodukt. bildet sich dann, wie von ver- 
schiedenen Autoren. schon eingehend dargetan ist, iber Methyl- 
glyoxal in grésserer Menge Milchsaure. 

Diese Annahme gewinnt an Wahrscheinlichkeit durch die 
Beobachtung E. Fischers, dass neben «- und 8-Methylglucoside 
auch noch ein von ihm y-Glucoside genanntes Isomer vorkommt. 

In neuerer Zeit wird von verschiedenen Seiten, besonders 
im Zusammenhang mit der Theorie der Diabetes, die Meinung 
vertreten, dass auch der Blutzucker in einer verschiedenen 
Modification von gewéhnlicher Glucose vorhanden sei, bzw. bei 
seiner biologischen Verwentung in eine besondere Reaktionsform 
umgewandeli werden miisse. 

Hewitt und Pryde (1920) glaubten auf Grund ihrer 
Untersuchung, dass man im allgemeinen lebenden Zellen, vor 
allem der Darmschleimhaut, die Fahigkeit zuerkennen mise, 
den gewohnlichen Traubenzucker in eine noch durchaus hypo- 
thetische y-Glucose umzulagern. 

Winter uud Smith (1922) gelangten durch ihre Unter- 
suchung zu der Annahme, dass der Blutzucker selbst in einer 
besonderen Reaktionsform, die sie gleichfalls mit der y-Glucose 
identifizierten, im Blutkreise vorhanden sei. 

Aus diesem Grunde glaube ich, dass die Frage nach der 
“* Reaktionsform ’’ der Kohlenhydrate oder der Glucosemodifica- 
tion, in der sowohl unter normalen, wie unter pathologischen 


Zustinden der Blutzucker in vivo kreist, sicher vollig entschieden 
werden misste. 
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Die gewéhnlich vorkommenden Di- und Polysaccharide 
werden bekanntlich unter der Einwirkung von Enzymen im 
Darmkanal zu Monosachariden gespalten. (Glucose, Fructose 
usw). Die Glucose, die von der Darmschleimhaut resorbiert 
‘wird, gelangt mit dem Blutstrome der Vena portae von dem 
Darm zur Leber, wo sie zu Glykogen polymerisiert wird, welches 
je nach dem Bedarf des Organismus unter Vermittelung der sog. 
Leberdiastase wieder in d-Glucose gespalten und als solehe in 
-das Blut abgegeben wird. 

Die Gallensfiuren werden in der Leber gebildet und eine 
Teil der in den Darm sich ergiessenden Gallensiiuren verlisst 
unverandert mit dem Stuhl den Darm, ein anderer Teil wird 
teils veriindert (F. Rosenthal, 1927), zum gréssten Teil aber 
unverindert von der Darmschleimhaut wieder aufgenommen, 
von der Leber abgefangen und dann aufs neue zur Gallenbildung 
verwendet. (enterohepatischer Kreislsuf der Gallensiiuren). F. 
Rosenthal (1.¢ ) hat nach einer indirekten gasomethorischen 
Methode von Foster u. Hooper (1919) Glycocholase und 
Taurocholase in der Leber und Milz gefunden. Im_hiesigen 
Institut hat Karasawa (1926) Glycocholase im Schweinhoden 
gefunden. Danach habe ich (1927) die Glycocholase in der 
Leber gefunden. 

Daher miissen die Gallensiuren im enterohepatischen Kreis- 
lauf bzw. in der Leber in nicht gepaartem Zustande vorhanden 
sein. So kommen die aufgenommenen Kohlenhydrate im Darm, 
in der Leber und der Blutbahn immer mit der Galle bzw. der 
Gallensdiure in Beriihrung. 

K. Misaki (1927) hat im hiesigen Laboratorium beobachtet, 
dass die Zufuhr von Gallensiuren den Bluizucker des normalen 
oder hyperglykaAmischen Kaninchens und des adrenalinhyper- 
glykamischen Kaninchens herabsetzt, nicht aber die Hyper- 
glykamie des pankreaslosen Hundes. Weiter hat er den Einfluss 
der Gallensiuren auf die Sekretion der Nebenniere und auf 
die Glykogenbildung in der Leber und im Muskel untersucht 
nud bewiesen, dass die Adrenalinsekretion durch die Zufuhr 
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von Gallensiuren gehemmt und die Glykogenbildung im allge- 
meinen geférdert wird. 

In dem oben erwihnten Sinne habe ich das Thema auf- 
genommen, um festzustellen, wie die Gallensiuren die sterische 
Umlagerung der Glucose bei verschiedenen PH. beeinfiussen. 


Experimenteller Teil. 
A. MeErHODIK. 


Zum Versuch wurde reinste, von E. Merk bezogene Glucose 
als 2% ige Lésung verwendet. 

Von den Gallensiuren wurden reine Cholséure und Des- 
oxycholsdure als 0,3, 0,2, 0,1, 0,05, 0,025% ige Na-Salzlésung 
zur Verfiigung gestellt. 

Als Puffer wurde das Phosphatgemisch von verschiedenen 
PH. nach Sérensen (1910) verwendet. 

Als Polarimeter habe ich einen Halbschattenaparat mit 
Kreisskala der Firma Schmidt u. Haensch gebraucht. Das 
Natriumlicht wurde in der iblichen Weise erzeugt. Die Beobach- 
tung wurde erst dann begonnen, als die in die Polarisations- 
roéhre eingefiillte Versuchslésung die Versuchstemperatur von 
21° bis 22° od. 18°-18,5° angenommen hatte. 

Saimtliche Versuche wurden in einer Polarisationsréhre von 
1ldm Linge ausgeftthrt. Die zeitliche Verschiebung des Dre- 
hungsvermégens habe ich sofort und nach 1, 3, 5, 8, 11, 15, 
20, 24, und 30 Stunden beobachtet. 

Der Genauigkeit halber fiihrte ich jeden Versuch stets 
einige Male aus. 

. Alle mitgeteilten Werte sind als Durchschnittswerte anzu- 
sehen. 


B. ERGEBNISSE. 
I. Versuch mit Cholsdéure. 


Aus der Tabelle I, IT, III, ist ersichtlich, dass die Muta- 
rotation der Glucoselésung bei 0,3-0,5% igem Cholsiuregehalt 
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TABELLE I. 
Glucose % 2,0 — 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 
Chols. Na. % — 0,3 0,3 0,2 0,1 0,05 0,025 
Stunden Abgelesener Drehungsgrad 
Sofort 2,03 0,11 2,00 2,00 2,00 2,01 2,03 
1 Bt. 1,50 a 1,32. | 4,85 |) ©1,37 | 2348 1} 450 
3°St. 1,19 e 1,10 1,23 1,30 7 1,19 
5 St. 1,16 ss 1,06 113 LLG 1,15 1,16 
8 St. 1,12 oe 1,05 106 WRTG: Fg byl 1,12 
WSS: 1,10 Ss 1,05 1,05 1,06 1,07 1,10 
15 St. 1,08 - 1,08 | 3,05 4.08 IO 1,08 1" 108 
20 St. 1,05 ts 1,06.| 1,06 | 1.06 | 1,05 | 1,06 
24 St. 1,05 . 1:05 (141,07) 1,08 1)" 1,062 06 
30 St. 1,05 3 1,05 1,05 1,05 1,06 1,06 
PH. 7,097 
Versuchstem peratur 21°-22°C 
TABELLE II. 
Glucose % 2,0 — 2,0 Da) 2,0 2,0 2,0 
Chols. Na. % = 0,3 0,3 0,2 0,1 0,05 | 0,025 
Stunden Abgelesener Drehungsgrad 
Sofort 2,03 0,11 2,02 2,02 2,02 2,02 2,03 
1 St. 1,40 re 1,25 1,35 1,40 1,40 1,38 
3 St. 1,18 Se ib e168 |, 1-910 |) Cie ted as 
5 St. 1,16 # 1, 0700) aeOe [1761 a 15 ee 
8 St. 1,15 es 1,06 | 1,08 | 1,07 | 1.09 | 1,10 
11 St. 1,08 co 1,05 1,06 1,06 1,06 1,07 
15 St. 1,05 ae 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05 
20 St. 1,05 5 1,06 1,05 1,05 1,05 1,06 
24 St ‘1,06 % 1,06 | 1,06 | 1,06 | 1,05 | 1,05 
30 St 1,05 a 1,05 1,05 1,06 1,05 1,05 
PH. 7,56 


Versuchstemperatur 22°C 
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TABELLE III. 


Glucose % 2,0 _- 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 
Chols. Na. % = 0,3 0,3 0,2 0,1 0,05 0,025 
Stunden Abgelesener Drehungsgrad 

Sofort 2,08 Opit: 2,00 2,05 2,01 2,01 2,02 

1 St. 1,52 aa 132 1,42 1,35 1,35 1,40 

3 St. 1,16 “i 1,06 | 1,08 1,00 | 1,15 Lit 

5 St. 1.10 aM 4,05 | 1,07 408) 1.087 i160 

8 St. 1,06 a3 1,06 1,05 1,06 1,07 107 

11 St. 1,05 or 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05 

15 St. 1,05 es 1,05 | 1.06 | 1,05 | 1,05 | 1,05 

20 St. 1,06 = 1,06 1,05 1,06 1,06 1,06 

24 St. 1,05 sf 1,05 | 1.06 | 1,06 | 1,05 4} 1,05 

30 St. 1,05 i 1,05 | 1,05 } "3,08 |) D6.) 05 

PE, 8,043 


Versuchstemperatur 22°C 


sowohl im neutralen wie im alkalischen Gebiet geférdert wird, 
und zwar im letzteren Falle stirker als im ersteren, wobei 
merkwiirdig ist, dass der Grad der Férderung der Mutarotation 
mit der Gallensiiurenmenge parallel zunimmt. 


IT. Versuch mit Desoxycholsdure. 


Der Einfluss dieser Siiure auf die Mutarotation der Glucose 
ist etwas anders als derjenige der Cholsiiure, indem sie die 
Mutarotation nicht parallel mit der Zunahme des Gallensiure- 
gehaltes férdert, sondern wie aus den Tabellen IV, V, VI, 
ersichtlich ist, die Mutarotation der Glucose bei 0,3-0,2% igem 
Desoxycholsiuregehalt nicht geférdert, sondern vielmchr ge- 
hemmt wird. Aber bei 0,1-0,25% igem Desoxycholsiiuregehalt 
stellt sich wieder eine férdernde Wirkung ein. 
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TABELLE IV. 
1 
Glucose % 2.0 = 2,0 20 2,0 20 
Desoxychol. Na. % _ 0,3 0,3 0,2 0,1 0,025 
Stunden Abgelesener Drehungsgrad 
Sofort 2,02 | 0,17 | 1,95 | 1,96 | 1,75 1,80 
1 St. 1,56 0,16 1,58 1,55 1,23 1,37 
3 St. 1,25 OnlZ 1,26 1,25 1,13 1,14 
5 St. 1,12 ‘a 1,12 IEG, 1,10 1,18 
8 St. 1,10 ad PAO VAT 1,07 1,07 
TSt. 1.07 i £08." 140 |) 1,06 1,06 
15 St. 1,07 55 1,07 1,07 1,05 1,06 
20 St. 1,05 ‘ 1,05 | 1,05 | 1,05 1,05 
24 St. 1,05 a 1,05 1,05 1,05 1,05 
30 St. 1,05 ae 1,05 1,05 1,05 1,05 
PH. 7,097 
Versuchstemperatur 18°-18,5°C 
TABELLE YV. 
Glucose % 2,0 — 2,0 2,0 2,0 2,0 
Desoxychol. Na. % — 0,3 0,3 0,2 OFT 0,025 
Stunden Abgelesener Drehungsgrad 
Sofort 1,95 0,17 1,90 1,75 1,80 1,70 1,75 
1 St. 1,16 Fl 11s 20,16) aLd7 ais eet 
3 St. 1,13 aie 1,13 nal 4 Hale 110 ile 
5 St. 1,10 33 TUT 1,10 1,10 1,07 1,10 
8 St: 1,07 a OO td 1,08 1,05 07 
11 St. 1,07 ss 1,07 i a0; 10) |, 1,05) 00508 05 
1D St. 1,05 ; 1,07 1,07 1,06 1,05 05 
20 St. 1,05 1 1,05 1,05 1,05 1,05 00 
24 St. 1,05 x 1,05 1,051 "1,05 5} 41,05 ,06 
30 St. 1,05 . 1,08 | 1,05 | 1,05 | 1,05 05 
TENSE, 7,06 


Versuchstemperatur 


18°-18,5°C 
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TABELLE VI. 


Glucose % 2,0 | — 2,0 2,0 o8) 2,0 2,0 
Desoxychol. Na. % -— | 0,3 0,3 0,2 0,1 0,05 0,025 
Stunden Abgelesener Drehungsgrad 
Sofort 1,98 OWT 1,75 1,80 1,775 1,78 1,80 
1 St. 1,50 n 1,45 | 142 4) 1,99 | es he 
3-St. 1.35 as 1,20: | 4:38 1,13 1,12 1,22 
5 St. 1,16 - 1,15 1,15 1,10 io ais 
8 St. 1,10 = 1,15 ipa 1,06 1,07 1,08 
11 St. 1,05 nA 1,10 1,10 1,05 07, 1,05 
15 St. 1,07 x 1.07 | 57 | 106-1 9005 Fy ties 
20 St. 1,05 - 1,05 | 1,05 | 1.05 | 1,05 | 1,0 
24 St. 1,05 Dp 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05 
30 St. 1,05 i 105k 205. Wh es“ 1-65 we 5 
HP. 8,043 


Versuchstemperatur 18°-18,5°C 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Cholsiure und Desoxycholsiure beeinflussen die Muta- 
rotation der Glucose férdernd, sowohl unter neutraler, wie auch 
alkalischer Reaktion. 

2. Die fordernde Wirkung aus der Mutarotation von Glucose 
nimmt mit der Cholsiuremenge bis zu einem gewissen Grade 
zu. Dagegen wird die Mutarotation der Glucose bei einem 
0,2-0,3%§ igem Desoxycholsiuregehalt nicht geférdert, sondern 
vielmehr gehemmt, aber bei 0,025-0,19% igem Gehalt wird sie 
gefordert. 

3. Im allgemeinen ist die die Mutarotation fdrdernde 
Wirkung bei Cholsiure stiirker als bei Desoxycholsaure. 
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DIE BEDEUTUNG DER GALLENSAUREN IM KOHLEN- 
HYDRATSTOFFWECHSEL. 


Ill. Uber die Kondensation yon Glucose oder 
Alanin mit Gallensauren. 


VON 
TAKUICHI HATAKEYAMA 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 27, Oktober 1927.) 


Wie ich schon in der zweiten Mitteilung erwihnt habe 
(1928), kommen die aufgenommenen Kohlenhydrate, bzw. ihre 
Spaltungsprodukte im Darm, in der Leber, und in der Blut- 
bahn immer mit den Gallensiuren in Beriihrung. 

Ausserdem wurde die Resorption von in Wasser unléslichen 
Stoffen im Darm durch das hervorragende Choleinsiureprinzip 
von Wieland (1916) ganz allgemein dahin erklirt, dass: die 
Gallensiiure bzw. Desoxycholsiiure die wichtige Funktion hat, 
Substanzen wie Fettsiiuren. die durch die Verdauung nicht 
zar Lésung kommen, durch die Darmwand hindurch zu trans- 
portieren. Diese Beobachtung wurde durch die Versuche tiber 
die Resorption der Fette im Darm des Menschen von Brugsch 
u. Frinkel (1928) vdéllig bestitigt. 

Obwohl der Resorptionsmechanismus von Wieland bei 
der. Fettverdauung auf der Anlagerungsfihigkeit der Gallen- 
siuren bzw. der Desoxycholsiiure an die im Wasser unléslichen 
hdheren Fettsiuren beruht, und die hier mit den Gallensiiuren 
behandelten Zuckerarten und Aminosiiuren in Wasser so gut 
wie loslich sind, mitissten doch die Gallensiiuren bei der Resorp- 
tion oder Verwertung derselben im Organismus irgendeine Rolle 
spielen. 

Den Einfluss der Gallensiiuren auf die Mutarotation der, 
Glucose habe ich schon untersucht und gefunden, dass die 
Gallensiiuren die Mutarotation der Glucose férdern und dass 
die Aciditit bzw. Alkalinitiit des Reaktions-Mcdiums eine aus- 
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schlagegebende Rolle spielt. Schon bei neutraler Reaktion trat 
die Férderung deutlich hervor, gegen das alkalische Gebiet hin 
zunehmend. 

Kiurzlich haben Windaus (1926), Borsche u. Frank 
(1924) und Kaziro (1927) die Kondensation der Gallenséuren 
an aromatischen Aldehyden studiert; nach ihnen soll die 
Reaktion nur in alkalischer Lésung stattfinden und die Kon- 
densation zwischen Gallensiiuren und Aldehyden durch die 
Beweglichkeit der Wasserstoffatome in den dem -CO- benach- 
bartstehenden Methylgruppen bedingt sein. 

Im hiesigen Institut haben Karasawa und Shoda (1927) 
beobachtet, dass die Gallensiiuren die Eiweissverdauung durch 
Pankreastrypsin und Erepsin hemmend  beeinflussen. Es 
scheint mir, dass diese hemmende Wirkung der Gallenséuren 
durch die Reaktion zwischen Eiweiss und Gallenséure zu stande 
kommen kénnte. 

Von diesem Gesichtspunkt aus ist nicht ohne Bedeutung, 
die Reaktion zwischen Gallensiuren und Glucose (Aldehyde) 
oder Aminosiiuren zu studieren. 

Obwohl wir bisher keinen zuverlissigen Beweis fiir die 
Zirkulation von Gallensiuren im Organismus haben, besteht 
doch kein Zweifel dariiber, dass bei Stauungsikterus mehr 
oder weniger Gallensiure im Blut enthalten ist und dass diese 
mit der Glucose und den Aminosiuren in Bertihrung gebracht 
wird. Wie ich schon in der zweiten Mitteilung erwiihnt habe, 
kommen die Gallensiuren nicht nur pathologisch sondern auch 
physiologisch mit Glucose und Aminosiiuren im Blut bzw. in 
der Leber in Bertihrung. 

Neulich hat Misaki (1927) dazu bemerkt, dass die Gallen- 
siure fir die Glykogenmobilisation in der Leber eine regu- 
lierende Rolle spielt, in dieser Beziehung miissten die Gallenséuren 
im Blut baw. in der Leber auf die gleichzcitig vorhandenen 
Glucose oder Aminosiuren in irgendeiner Form reagieren. 

Bei diesem Versuch hat es sich in erster Linie darum 
gehandelt, die Reaktion zwischen der Gallensiiure und der 
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Glucose oder den Aminosiiuren, die in der zweiten Mitteilung 
nur durch Drehungsinderungen der Lésung erkannt worden 
waren, niher zu charakterisieren. Da ja fiir die Drehung der 
auftretenden Produkte noch keine Anhaltspunkte vorlagen, war es 
unentschieden geblieben, in welchem Umfang die vermutete Reak- 
tion eintritt, iber deren Natur noch nichts Naheres bekannt war. 

Es geht aus den Versuchsreihen 1-6 hervor, dass zwischen 
Glucose und Cholsiure od. Desoxycholsiiure eine gewisse Reak- 
tion eintritt, und diese Reaktion vom Acidititsgrad abhingig ist. 

Die ausserordentlich starke Zunahme der Reaktionsprodukte 
auf Kosten der Komponenten, die bei steigender Alkalinitét 
eintritt, geht aus der Tabelle I hervor. Physiologisch interessant 
ist besonders der Versuch bei der Alkalinitiit PH 8,03, welche 
derjenigen des Blutes sehr nahe kommt. Hierbei ist die 
Bindung der Gallenséiuren an die Glucose («-@6-Glucose) 
keineswegs zu vernachlissigen. 

Aus der Tabelle II ist ersichtlich, dass eine analoge Reak- 
tion auch im System zwischen Gallensiiure und Alanin stattge- 
funden hat. Aber diese Reaktion wurde durch die Steigerung 
der Alkalinitét nicht so stark beeinflusst, wie bei dem Fall 
zwischen Glucose und Gallensiiuren. Erst bei PH 11,0 wird 
die Reaktion zwischen Alanin u. Cholsiure geférdert, aber die 
zwischen Alanin und Desoxycholsiure durch die steigende 
Alkalinitéit vielmehr gehemmt. Durch diesen Versuch ist be- 
wiesen, dass die Glucose nicht nur auf Aminosiiuren (Euler u. 
Brenius 1926, 1927) sondern auch auf Gallensiuren reagiert. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Die Reaktion zwischen Gallensiiuren und Glucose od. 
Aminosiiuren wurde durch die Gefrierpunktbestimmung ermit- 
telt, indem die Gefrierpunkte der Mischungen mit der Summe 
der Gefrierpunkte der einzeln gelésten Komponenten verglichen 
wurden. Bei simtlichen Versuchen war Glucose 2%, Alanin 
1% und Gallensiiure 0,5% Natriumsalz. 
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TABELLE I. 
Versuchsreihe 1 (PH. 8,03) Glucose u. Cholsdure 


Lésung | Gefrierpunkt Mittel Erniedrigung 
iA 
Wasser 348 2,75 
2,63_ 
Na-Cholat (0,5%) 2,67 2,68 0,07 
2,68 
2,42 
Glucose (2%) 2,41 
NaOH 0 2°49 2,42 0,33 
2,425 
Glucose (2%) 2,36 
Na-Cholat (0,5%) PAE Ti 2,37 0,33 
NaOH 2,37 
Summe der Gefrierpunkts-Erniedrigungen ............--.- 0,49 
Gefrierpunkts-Erniedrigung der Mischung................ 0,38 
DHE CneNZ secs: a5cs.csae cae eee ee 0,02 


Versuchsreihe 2 (PH. 9,1) 


Lésung Gefrierpunkt Mittel Erniedrigung 

2,75 

Wasser 2,740 2,75 
2,75 
2,68 

Na-Cholat (0,5%) 2,68 268 0,07 
2,675 

“ 2,06 ie 

ucose (29 2,05 Pe 

sone 2°05 a 0,7 
2,055 

Glucose (2% 2,02 

Na-Cholat (0,5%%) 2,03 2,03 0,72 

NaOH 2,03 i 

Summe der Gefrierpunkts-Erniedrigungen ................ 0,77 


Gefrierpunkts-Erniedrigung der Mischung 
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Versuchsreihe 3 (PH. 11,0) 


Lésung Gefrierpunkt Mittel Erniedrigung 
Wasser 2,76 2,76 
2,69 
Na-Cholat (0,5%) 2,67 2,67 0,09 
2,67 
1,08 
Glucose (2% 1,05 PS 
NaOH 1,05 1,05 171 
1,05 
Na-Cholat (0,5%) 1,03 
Glucose (2%) 1,04 1,04 Ney 
NaOH 1,04 
Summe der Gefrierpunkts-Erniedrigungen -...--......-.-- 1,80 
Gefrierpunkts-Erniedrigung der Mischung......--.. cece’ 1,72 


Differenz....... Sy ee ea ee 0,08 


Versuchsreihe 4 (PH. 8,03) Glucose u. Desoxychlosaure 


Loésung Gefrierpunkt Mittel Erniedrigung 
2,79 
Wasser : 2,785 2,79 
2,79 
2,45 
Na-Desoxycholat (0,5%) oan 2,45 0,34 
2,45 
2,40 
Glucose (2%) v 
Na0H id on 2,40 0,39 
Na-Desoxycholat (0,5%) 4 ine 
Glucose 215 2,15 0,64 
NaOH 215 


Summe der Gefriérpunkts-Emiedrigungen .....-.....-----0,73 
Gefrierpunkts-Emiedrigung der Mischung ...-..--...-.---0,64 


LOTR RHE Vso Be anomcrramencioo sock 0,09 
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Versuchsreihe 5 (PH. 9,1) 


Losung Gefrierpunkt Mittel Erniedrigung 
Wasser 2,79 2,79 
2,58 
Na-Desoxycholat (0,5%) 2,58 2,58 0,21 
2.58 
2,06 
Glucose (2%) 2,06 2 
NaOH 2,055 Be ane 
2,06 
Na-Desoxycholat (0,5%) 2,025 
Glucose (2%) 2,03 2,03 0,76 
NaOH 2,03 
Summe der Gefrierpunkts-Erniedrigungen............+... 0,94 
Gefrierpunkts-Erniedrigung der Mischung...............- 0,76 
Dither en Zarccics ok sesiciale ter oie cleeettes 0,18 
Versuchsreihe 6 (PH. 11,0) 

Loésung Gefrierpunkt Mittel Erniedrigung 
Wasser 2,79 2,79 
Na-Desoxycholat (0,5%) | 2,58 2.58 0,21 
Gl (2%) 08 

ucose 1,05 
NaOH ~~ 1,10 1,05 1,74 
1,05 
Ta Deao= veholat (0,5%) Hee 
rlucose (2%) ? 5 
Sea % 1.04 1,04 ie 
1,04 
Summe der Gefrierpunkts-Erniedrigungen ..........+..+++ 1,95 
Gefrierpunkts-Erniedrigung der Mischung......... shaeaahers 1,75 
Differenz...... Dooce sakes 0,20 
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TABELLE II. 


Versuchsreihe 1 (PH. 8,03) Alanin u. Cholsdure 


Lésung Gefrierpunkt Mittel Erniedrigung 
2,75 
Wasser Der 2,75 
2,75 
2,685 
Na-Cholat (0,5%) 2,685 2,685 0,065 
2,685 
: 2,42 
Alanin (1%) 2415 2,415 0,335 
NaOH 2'415 7 zy 
Na-Cholat (0,5%) 2,350 
Alanin (1%) 2,36 2,36 0,39 
NaOH 2,36 
Summe der Gefrierpunkts-Erniedrigungen ...............- 0,40 
Gefrierpunkts-Erniedrigung der Mischung................ 0,39 
WD ITECTOM 726 deere crew ke ieielee reves oists aiels 0,01 


Versuchsreihe 2 (PH. 9,1) 


Loésung Gefrierpunkt Mittel Erniedrigung 
Wasser 2,75 2,75 
Na-Cholar (0,5%) raphe 2,685 0,065 
; ; 2,095 
alanin (176) 209 2,095 0,655 
NaOH 2,095 
Na-Cholat (0,5%) 2,035 
Alanin (1%) 2:05 2,035 0,715 
NaOH 2,035 
Summe der Gefrierpunkts-Erniedrigungen ................ 0,72 
Gefrierpunkts-Erniedrigung der Mischung..............+- 0,715 


DD ITEOTCYIZ ercielaye selohetes vieverisels:sicrsielore 0,005 
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Versuchsreihe 3 (PH. 11,0) 


Losung Gefrierpunkt Erniedrigung 
Wasser 2,75 
Na-Cholat (0,5%) 2,685 0,065 
: 0,965 
Alanin (1%) ; 
Nad . c 0,96 1,785 
Na-Cholat (0,5%) 0,97 
Alanin (1%) 0,975 1,78 
NaOH 0,97 
Summe der Gefrierpunkts-Erniedrigungen .............--- 1,85 
Gefrierpunkts-Erniedrigung der Mischung.............--- 1,78 
IDifkerenZs sacs noes cle seater oe 0,07 


Versuchsreihe 4 (PH. 8,03) Alanin u. Desoxycholsdure 


Loésung Gefrierpunkt Erniedrigung 
2,79 
Wasser 2°79 
Na-Desoxycholat (0,5%) rapt 0,21 
Ala % ae 
nin (1%) 2,45 
NaOH ~ 2,5 0,34 
2,45 
Alanin (1%) on 
~ 0 ? 
nue yo (0,5%) 2 405 0,39 


ry 


Summe der Gefrierpunkts-Erniedrigungen 
Gefrierpunkts-Emiedrigung der Mischung................ 0,39 


Difterenz scene wate eee eee - 0,16 


——— 
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Versuchsreihe 5 (PH. 9,1) 


Gefrierpunkt Mittel Erniedrigung 
2,79 2,79 
Na-Desoxycholat (0,5%) 2,58 2,58 0,21 
S 2,09 
Alanin (1%) 2 
NaOH ~ 2,09 2,09 0,70 
2,09 
Alanin (1%) 2,01 
Na-Desoxycholat (0,5%) 2,005 2,01 0,78 
NaOH 2,01 
Summe der Gefrierpunkts-Erniedrigungen...............- 0,91 
Gefrierpunkts-Erniedrigung der Mischung.............. BAlye 
IDIiterevizitreceae.ccee cere ctelsieoeies 0,13 


Versuchsreihe 6 (PH. 11,0) 


Gefrierpunkt Mittel Erniedrigung 
Wasser 2,79 2,79 
- 0 2,58 
Na-Desoxycholat (0,5%) 258 2,58 0,21 
0,965 
Alanin (1%) 0,965 
NaOH 0.965 0,965 1,825 
0,960 
Alanin (1%) 0,900 
Na-Desoxycholat (0,5%) 0,905 0,905 1,885 
NaOH 0,905 
Summe der Gefrierpunkts-Erniedrigungen .............. 2,035 
Gefrierpunkts-Erniedrigung der Mischung .............. 1,885 


WUT CYC ein oe ve selves So sroeacess 0,150 
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Zum. Schlusse danke ich dem Unterrichtsministerium erge- 
benst fiir das gewahrte Stipendium. 
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UBER DEN EINFLUSS DER GALLENSAUREN 
AUF DIE NUCLEASEWIRKUNG IM DARM 
UND IN DER LEBER. 


Von 


TAKEJI OKAMURA. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimidzu.) 
(Kingegangen am 31. Oktcber 1927) 


Zu den EHiweisskérpern, die im Darm dem Abbau verfallen, 
zihlt auch das fester gebundene Eiweissmolekul des Nucleins. 
Aus ihm werden durch den Pankreassaft die Nucleinsauren frei. 
Der fermentative Abbau der Nucleinsiuren geschieht in mehreren 
Etappen, deren jede durch besondere Fermente katalysiert wird. 
Hefenucleinséure wird durch ein Ferment, das im Pankreas- und 
reichlicher im Darmsaft vorkommt, in Nucleotide gespalten. Die- 
jenige Komponente des Nucleasegemisches, die diese Trennung be- 
wirkt, ist nach Levene u. Medigreceanu (1911, 1912), Sachs 
(1905) und London, Schittenhelm u. Wiener (1910, 1911, 
1912) als Nucleinase zu bezeichnen. Durch die Nucleotidase im 
Darmsaft verlieren die Nucleotide z. B. Guanylsiure und wenn 
auch langsamer, Pyrimidinnucleotide Phosphorséure und gehen 
in Nucleoside aber. Nucleosidasen, denen die schliessliche 
Trennung der Basen von dem Zucker zufallt, scheinen in allen 
Geweben, nieht aber im Darminhalt vorzukommen. Dagegen 
scheint es nach den Untersuchungen von Thanhauser und 
Dorfmiiller (1919), dass Darmbakterien Nucleoside spalten 
und den Purinanteil unter Ammoniakabgabe zersetzen kénnen. 
Nach den Befunden von London und seinen Mitarbeitern (1908, 
1909, 1905) findet die Verdauung in dem ganzen Dinndarm 
mit ziemlich gleicher Intensitat statt: 

Die Leber ist das erste Organ, dessen Zellen Gelegenheit 
zu einem tieferen Eingriff in das Geftige der Nucleine gegeben 
ist. Da Nucleosidasen in allen Geweben verbreitet sind, be- 
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schrinkt sich die erste Spaltung, die neben Kohlenhdyrat, Purin- 
und Pyrimidinbasen liefert, nicht nur auf die Leber. Die 
Gallensiure wird bekanntlich in der Leber gebildet und ist 
immer in bestimmter Menge in dem enterohepatischen Kreislauf 
enthalten. So kommen die Nucleasen immer mit den Gallen- 
siuren in Beritihrung und zwar nicht nur im. Darm, sondern 
auch in der Leber. Obwohl wir bis jetzt keinen zuverlassigen ' 
Beweis fiir die Anwesenheit von Gallensiuren im allgemeinen 
Kreislauf haben, tritt doch die Gallensdure bei Stauungsikterus 
mehr oder weniger in das Blut ein. Im hiesigen Institut hat 
Karasawa (1926, 1927) gefunden, dass ‘sowohl bei der Hoden- 
autolyse wie bei dem Stoffwechselversuch die Spaltung der 
Nucleinstoffe durch die Gallensiure geférdert wird. Dabei hat 
er erklart, dass die Gallensiure auf die Nucleasewirkung férdernd 
wirkt. Nun habe ich mich mit der Untersuchung der Nuclease- 
wirkung in der Leber und im Darm bei Vorhandensein von 
Gallensiuren beschéftigt, um zu sehen, ob die Nuclease des 
Verdauungskanals genau wie die in den Organen bzw. in der 
Leber durch die Gallensdiuren beeinflusst wird. Wie ich erwartet 
habe, wird die Nucleinsdéurespaltung sowohl in der: Leber wie 
auch im Darm durch die Cholsdure, Desoxycholsiure und 
Essigcholeinséure ziemlich stark geférdert. Damit ist bewiesen, 
dass die Galle baw. die Gallensiure nicht nur bei der Verdauung 
und Resorption der Fette, sondern auch bei der Nucleinverdauung 
im Darm eine grosse Rolle spielt. Einmal hat Kaziro (1927) 
beobachtet, dass der Eiweissstoffwechsel des Kaninchens durch 
die perorale Zufuhr der Gallensduren ziemlich gesteigert wird, 
und erklirt, dass diese Steigerung der Funktion der Leber 
zuzuschreiben ist. Aus diesem Grunde steht die Gallensadure in 
inniger Beziehung zu dem Nucleinstoffwechsel der Leber. In 
diesem Sinne kann man wohl annehmen, dass die Ableitung 
der Galle nach aussen oder die durch irgendeine Ursache 
herabgesetzte Gallensiurebildung in der Leber eine Stérung des 
Nucleinstoffwechsels herbeifiithrt. Die Arbeit dariiber ist im 
Gang. 
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METHODIK. 


Frisch isolierte Leber und Darmschleimhaut vom Hund 
wurde einzeln abgewogen, mit sterilem Sand gut zerrieben, mit 
der 20 fachen Menge physiologischer Kochsalzlésung versetzt 
und gut durchgeritithrt. Das Gemisch wurde unter Zusatz von 
Toluol 2-3 Tage bei mehrmaligem Umriihren in Zimmertem- 
peratur stehen gelassen und filtriert. Das Filtrat habe ich als 
Nucleaselésung der Leber oder der Darmschleimhaut zum Versuch 
benutzt. Als Substrat habe ich das Natronsalz der Nucleinsdure 
von Merk gebraucht. Bei dem Versuch habe ich die Gallen- 
sduren als Natriumsalz in Lésung benutzt; die dabei verwendeten 
Gallensiuren sind Cholsiiure, Desoxycholsiure und Essigcholein- 
sdure. 

38ccm Nucleaselésung der Leber oder der Schleimhaut 
wurden 20cem 2% iger nucleinsaurer Natriumsalzlésung, 7 ccm 
Phosphatgemisch (PH=8.043) nach Sérensen (1910), 3-6 ccm 
gallensaurer Natriumsalzlésung und einer bestimmten Menge 
physiologischer Kochsalzlésung hinzugefiigt; das Gemisch habe 


TABELLE I. 
Nr. der Kélbchen 1 2 3 4 5 6 
i) 0 
1% Gallensdurelos. ccm. 0) 0 0 3 (0,086) | (0,167) 
” 3 6 
cvek < ht Q 
Nucleaselds. ccm. Sey ca ) 38 0 3 o 
2% Na-Nucleinatlos. 0 20 20 20 20 29 
ccm. 
Phosphatgemisch ccm. Uf 7 a 7 7 vf 
Physiologisch. NaCl-los. 26 6 6 6 3 0 
ccm. 
Toluol ccm. 0,5 0,5 0.5 | 0,5 0,5 0,5 


tae 
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ich unter Toluol 24 Stunden beim Darm, 25 Stunden bei der Leber 
im Brutschrank bei 37°C. stehen lassen. Als Kontrolle fir den 
Versuch habe ich gekochte Nucleaselésung mit oder ohne Nucleinat- 
lssung und ein Gemisch ohne Gallensiuren gebraucht. Die 
Versuchsanordnungen sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 

Die Gesamtmenge der Fliissigkeit betrigt 26ccm. Bei 
diesem Gemisch wurde die Spaltung der Nucleinséure durch 
das von Abderhald en (1912) ausgebildete optische Verfahren 
nach Pighini (1910, 1911) untersucht und die, von Nucleotide 
abgespaltene anorganische Phosphorsiure mitsamt derjenigen 
des Phosphatgemisches nach der Methode von Stitzer- 
Neumann (1908, 1902) bestimmt. 

Da die Gallenséure selbst rechtsdrehend ist, so habe ich 
bei der optischen Methode von dem gefundenen Wert der 
Drehung den der Gallensiuren abgezogen, und die Drehung 
der Gallens’ure wurde so beobachtet, dass in der Gesamtmenge 
der Fltssigkeit ohne Nucleinsiure dieselbe Menge der Gallen- 
siure wie in den Versuchen enthalten ist. 

Die Resultate sind in den folgenden Tabellen II, III, IV 
zusammengestellt. Alle mitgeteilten Drehungs- und Phosphor- 
siurewerte sind als Mittelwerte von 2 gesondert angesetzten und 
in gleicher Weise behandelten Einzelversuchen anzusehen. 


TABELLE I. 


Versuch mit Cholsdure. 


= Bemer- 
Nr. der Kolbchen 1 2 3 4 5 6 __kungen 
abgelesene Drehungsyrad] 0,Uu | 0,565 | 0,255 | 0,535 | 0,22 | 0,11 
(Temperatur) (26°) | (26) |(25.5°)) «267) | (26°) | (26°) 
: Leber I 
P,0; in mg. 9,33 | 9,39 | 9,66 | 9,36 | 9,76 | 9,92 ( 
Drehungsgrad 0,00 | 0,54 | 0,46 | 0,58 | U,38u | 0,19 Tobe old 
(Temperatur) (26°) | (28°) | (29°) | (27°) | (29°) | (29°) pai 
0,00 | 0,575 | 0,23 | 0,59 | 0,16 | 0,17 D. I 
9 (16°) | (16°) | (20°) | (16°) | (20°) | (20°) ani 
0,00 | 0,52 | 0,32 | 0,56 | 0,27 | 0,20 
iY CRO S) NCZS) OG ay | (G18) | ey 
Se a fe DD OE 


P O,; in mg. 8,49 | 8,54 | 10,11] 8,52 | 11,03 | 11,36 
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TABELLE III. 
Versuch mit Desoxycholsdure. 
an Bemer- 
Nr. der K6élbchen 1 2 3 4 5 6 kungen 
abgelesene 
0,00 | 0,565 | 0,46 | 0,59 | 0,175 | 0,200 
Drehungsgrad AONE | erases eee eeal| WOON || Aes Leber I 
(Temperatur) (26°) | (26°) |(25,5°)|(21,5°)| (26°) | (26°) 
0,00 | 0,54 | 0,46 | 0,57 | 0,44 | 0,31 
22 (28°) | (28°) | (29°) | (27°) | (29°) | (29°) 
Leber II 
P.O; in mg. 9,33 | 9,39 | 9.66 | 9,41 | 10,25 | 11,45 | 
Drehungsgrad 0,00 | 0,575 | 0,23 | 0,58 | 0,20 | 0,185 Dates 
(Temperatur) (16°) | (16°) | (20°) | (16°) | (20°) | (20°) be 
0,00 | 0,52 | 0,32 | 0,56 | 0,30 | 0,30 
Be. (GEE) CABY | CLS) |) Gey | Ae eal) 
Darm II 
P,O in mg. 8,44 | 8,54 | 10,11] 8,47 | 11,18 | 11,46 
TABELLE IV. 
Versuch mit Essigcholeinsdéure. 
e: 3 5 6 Bemer- 
Nr. der Kolbchen il 2 4 kungen 
abgelesene _ 0,00 | 0,57 |.0,255 | 0,61 | 0,22 | 0,20 
Drehungsgrad (26°) (26°) 25,5°) (21,5°) (26°) (26°) Leber I 
(Temperatur) 
0,00 | 0,54 | 0,46 | 0.52 | 0,30 | 0,31 
e (28°) | (28°) | (29°) | (27°) | (29°) | (29°) 
Leber II 
P.O; in mg. 9,33 | 9,39 | 9,66 | 9,38 | 9,99 | 10,45 
Drehungsgrad 0,00 | 0,575 | 0,23 | 0,57 | 0,22 | 0,06 | parm I 
( Tenperstey (16°) | (16°) | (20%) | (16°) | (20°) | (20°) ce 
0,00 52 | 0,82 | 0,56 | 0,80 | 0,24 
Md GRY (GIS) | GEO) Maan) Ale) (al) 
> Darm IT 
EA Oreinemny, 8,44 | 8,54 | 10,11] 8,49 | 10,67} 11,28 | 
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Zum Schluss danke ich dem Unterrichtsministerium er- 
gebenst fiir das gewahrte Stipendium. 
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UBER EINIGE DERIVATE DER DIKETOPIPERAZINE. 
SYNTHESE VON o-UND m-TYROSIN. 


Von 
HIDENOSUKE UEDA. 
(Aus dem Sasaki-Laboratorium. Tokyo.) 
(Eingegangen am 2. Dezember 1927.) 


Seitdem die.dominierende Bedeutung des Diketopiperazins 
in der Eiweissstruktur zur Diskussion steht und tiberhaupt das 
Studium des Diketopiperazins auch theoretisch in mancher Hin- 
sicht von grossem Interesse ist, dtirfte die Bereicherung der 
Chemie mit neuen Derivaten des Diketopiperazins wohl nicht 
tiberfliissig sein. 

Gelegentlich einer biologischen Untersuchung im hiesigen. 
Laboratorium wurde zu bestimmten Zwecken die Synthese von 
o-und m-Tyrosin unter Anwendung der Glycinanhydridmethode 
(T. Sasaki, 1921) unternommen. Dabei gelang es, einige neue 
Derivate des Diketopiperazins darzustellen. 

Aus dem ersten Kondensationsprodukte des Salicylaldehyds, 
3.6-Bis (o-acetoxybenzal) 2.5-diketopiperazin gelang die Ent- 
acetylierung ohne sonstige Veriinderung durch Erwaérmen in 
Hisessig mit wenig Salzsiiure; d.h. 3.6-Bis (o-oxybenzal) 2.5- 
diketopiperazin aus seinem Acetylkérper. Ausserdem wurde die 
Reduktion des ersten Kondensationsprodukts ohne Abspaltung 
der Acetylgruppe mit Essigsiure und Zinkstaub bewerkstelligt; 
somit 3.6-Bis (o-acectoxybenzyl) 2.5-diketopiperazin d. i. Diacetyl- 
o-tyrosin-anhydrid aus dem entsprechenden Benzylidenkérper. 
Zwecks gleichzeitiger Reduktion und Entacetylierung zu 0-Tyro- 
sinanhydrid, 3.6-Bis (0-oxybenzyl) 2.5-diketopiperazin, bewiihrte 
sich Natriumamalgam ausgezeichnet. Dieselbe Substanz wurde 
auch aus o-Tyrosin, welches direkt aus dem ersten Kondensa- 
tionsprodukt infolge der gleichzeitigen Reduktion, Entacety- 
lierung und Ringaufspaltung mittelst Jodwasserstoffsiiure wie 


tiblich dargestellt wurde, nach Fischer’s Anhydrierungsmethode 


097 


398 H, Ueda: 


tiber Methylester dargestellt und identifiziert. Das Ergebnis 
zeigt, dass bei o-Oxyphenyl-c-aminopropionsadure (0-Fyrosin) die 
Neigung zur Diketopiperazinbildung weitaus grésser ist als die 
der inneren Anhydrierung, d.h. der Bildung von Aminohy- 
drocumarin. Die Tatsache ist sehr interessant im Vergleich mit 
der starken Neigung zu innerer Anhydrierung von §8-o-Amino- 
phenyl-c-aminopropionsiure. (o-Aminophenylalanin), denn bei 
der Reduktion und Aufspaltung des 3.6-Bis (0-nitrobenzal) 2.5- 
diketopiperazins mittelst Jodwasserstoffsiure wird 3-Aminohydro- 
carbostyril bis zu 70 % der Theorie anstatt o-Aminophenylalanin 
gewonnen”’. In Anbetracht dieses Reaktionsmodelis kénnte 
man sich vergegenwartigen, dass die freie Carboxylgrupe der 
Aminosiure sich erst nach der Absattigung mit der Aminogruppe, 
sei es als Peptidbindung, sei es als Diketopiperazin, mit der 
Hydroxylgruppe, einer esterartigen Bindung preisgeben -wiirde, 
wenn tiberhaupt eine solche Bindung im Eiweissaufhau existieren 
sollte, (Steudel, 1926). Jedenfalls muss somit die Esterbin- 
dung in der Eiweissstruktur, wenn sie tiberhaupt existiert, sehr 
labil sein, so dass man bis heute noch nicht exakt ihr Vorkom- 
men experimentell, besonders praparativ, nachweisen kann. 

Was das Kondensationsprodukt des Glycinanhydrids betrifft, 
so ist mit m-Oxybenzaldehyd eine weit bessere Ausbeute zu 
gewinnen, als mit der o-Verbindung. 

Es ist bemerkenswert, dass die o-Verbindung weitaus 
schlechter kondensiert mit Diketopiperazin, als die m-und p- 
Verbindung. m-Tyrosin lasst sich leicht in guter Ausbeute 
aus dem Kondensationsprodukt wie tblich darstellen. 

o-und m-Tyrosin wurde schon friher von Blum (1908) 
mittelst der Erlenmeyer’schen Hippursduremethode dargestellt 
und experimentell-biologisch als Nicht-homogentisinsiurebildner 

erkannt. 

Weitere experimentelle biologische Untersuchungen im hiesi- 
gen Laboratorium sind zur Zeit noch im Gang. 


ee eee 
(1) Vorlaufig mitgeteilt in der Sitzung der Nippon Kagakukai im Juni 1925. 
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Experimenteller Teil. 


I. Kondensation des Glycinanhydrids mit Salicylaldehyd 
zu 3.6-Bis (0-acetoxybenzal) 2.5-diketopiperazin. 
pees 
CH,CO.0C,H,CH:C \o:CHO,H,0.COCH, 

CO-NH 


11. 4g Glycinanhydrid wurden fein pulversiert, gut getrock- 
net, mit 30g Salicylaldehyd, 30g wasserfreiem Natriumacetat 
und 60 g Essigsaéureanhydrid versetzt und 7 Stunden auf 1380-145° 
im Olbad erhitzt. Die Reaktionsmasse wurde mit warmem 
Wasser digeriert, abgesaugt und sorgfaltig mit warmem Wasser, 
sodann mit warmem Alkohol gewaschen. Die so schon schwach- 
gelbliche Substanz wog trocken 18.5 g — 45 % der Theorie. 

Die Substanz schmizt bei 260-1°, ist léslich in heissem 
Chloroform und Hisessig, fast unléslich in den anderen ge- 
bréuchlichen organischen Lésungsmitteln. Die noch einmal aus 
Eisessig umkrystallisierte, fein verfiltzte Substanz wurde im 
Vakuum bei 100° getrocknet. 

0.0923 g Subst. : 0.2193 g CO,, 0.0358 g H.0, 

O1955e 4, = 1itcem N (13, 763.1 mn) 

C2HisO.N2 (406.16) Ber. OC 65.01, H 4.47, N 6,90, 

Get: =, .04.30,"",,' 4:31; — 4, 6.76, 


IT. Entacetylierung des Kondensationsproduktes zu 
3.6-Bis-(o-oxzybenzal) 2.5-diketopiperazin. 


Peo 


\ C:CHC,H,OH 
CO-NH 


OHC,H,CH:C 


2g Kondensationsprodukt wurden in 50 ccm Hisessig unter 
Erwirmen auf dem Wasserbade aufgelést und mit 5ccm conc. 
Salzsiure versetzt. Nach und nach schieden sich gelbliche 
Krystalle aus. Nach halbstiindigem Erwirmen wurde der Nie- 
derschlag abgesaugt, sorgfiltig mit heissem Eisessig und dann 


400 H. Ueda: 


mit Alkohol gewaschen und getrocknet. Die Ausbeute betrug 
1.4¢. 

Die Substanz ist léslich in basischen Solventien, besonders 
in warmem Pyridin, Anilin, fast unléslich in den anderen ge- 
bréuchlichen Lésungsmitteln. 

Zur Analyse wurde die Substanz in warmem Pyridin auf- 
gelést und mit Essigsiure gefallt und abgesaugt, sorgfaltig mit 
Essigsiure, Alkohol, schliesslich mit Ather gewaschen. Das 
gelbliche krystalline Pulver schmilzt bei 308° unter Zersetzung. 

0.1063 g Subst. : 0.2608 g CO., 0.0408 g HO, 

0.1489¢ ,, :10.38ccm N (15°, 759.5 mm). 

CisH.O.N2 (322.18) Ber. C 67.05, H 4.35, N 8.70, 
Gef. .,, 66:08,-%,,, 4.2739-,50649; 


III. Reduktion des 3.6-Bis (o-acetoxybenzal) 2.5-diketo- 
piperazins zu 3.6-Bis (o-acetoxybenzyl) 
2.5-diketopiperazin. (Déiacetyl-o-tyrosinanhydrid). 
NH-CO 
CH,00.00,H,CH,CHC \CHCH,C,H,0.COCH, 
CO-NH 


4g Kondensationsprodukt wurden in einer Mischung von 
135 ccm Hisessig und 15ccm Wasser unter Erwarmen aufgelést 
und mit 10g Zinkstaub versetzt, sodann eine Stunde lang unter 
Rickflusskihlung gekocht. Die Reaktionsmasse wurde heiss 
filtriert. Der Destillationsrickstand des Filtrates wurde zuerst 
mit Wasser digeriert, abgesaugt und gut gewaschen; sodann 
wurde er mit siedendem Alkohol behandelt. Nach dem Einen- 
gen des Alkoholextraktes schieden sich 3.3g schwach gelbe 
Krystalle aus. Aus der Mutterlauge liessen sich noch 0.8 g rohe 
Substanz gewinnen. Die Ausbeute ist fast quantitativ. Die 
reinen, aus Alkohol umkrystallisierten, farblosen Krystallnadeln 
schmelzen bei 225°. 
0.0917 g Subst. : 0.2164¢ CO,, 0.0428 ¢ H,O, 
0.1784 g Subst. : 10.2ccem N. (16°, 767.8 mm 
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0.3084 g Subst. : 7.8ccm n/5 NaOH (Acetyl-bestimmung 
nach Freudenberg) 
C2H»OgN2 Ber. C. 64.36, H. 5.41, N. 6.86, Acetyl 20.98, 


(410.20) 
j Get. 962.85, 4, 5.24, % 6.80, ~ ,) 20.86; 


IV. Reduktion und Aufspaltung des 3.6-Bis (acetoxrybenzal) 
2.5-diketopiperazins zu o-Oxyphenyl.o-alanin. 


/\ OH 
‘on 
\ /CH,CHNH,CO,H 


10 g Kondensationsprodukt wurden mit 100 ccm Jodwasser- 
stoffsaure (D. 1.7) und 5 g rotem Phosphor versetzt und 5 Stunden 
unter Riickflusskiihlung gekocht. Das unter. Zusatz von Waser 
gewonnene Filtrat wurde unter vermindertem Druck bis zur 
Trockne abdestilliert. Der Riickstand wurde in Wasser aufge- 
lést und mit Kalilauge neutralisiert. Der beim Stehen ausge- 
schiedene grauweisse Niederschlag wog trocken 9.5 ¢. 

Die aus siedendem Wasser unter Zusatz von wenig Tierkohle 
umkrystallisierten farblosen Krystallnadeln schmelzen bei 248- 
249°. Die Substanz zeigt Millonsche Reaktion und farbt sich 
mit Eisenchlorid rotviolett. 

0.0926 g Subst. : 0.2101 g CO:, 0.0545 g H.O, 

0.1543 g Subst. : 10.1ccm. N. (12.5°, 760.2 mm) 

CyHy,03N (181.10) Ber. C. 59.63, H. 6.12, N. 7.74 
Ger 5, oe 0. 5, 0-20) 55. F208 

Benzoylierung des o-Tyrosins: 2.5 g o-Tyrosin wurde mit 
5g Benzoylehorid unter Zusatz von Natronlauge wie tblich 
benzoyliert. Das schwach rétlich gefarbte Klimpchen wurde 
aus Benzol umkrystallisiert. Die Ausbeute betrug 3.5 g- 65 % 
der Theorie. Die farblosen schuppenférmigen Krystalle schmel- 
zen bei 172°. 

0.0923 g Subst. : 0.2394 g CO, 0.0407 g H.0, 

0.1865 g Subst. : 5.9cem N. (12°, 760 mm) 

C2HyOsN (889.18) Ber. C. 70.92, H. 4.92, N. 3.60, 
cele 0.048 Gy 90, 45) GU, 
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V. Reduktion und Entacetylierung von 3.6-Bis (o- 
acetoxybenzal)-2.5-diketopiperazin zu 3.6-Bis (o- 
oxybenzyl) 2.5-diketopiperazin (o-Tyrosinanhydrid). 


NH-CO 
OHC,H,CH,CH’ a 


x vA 


CHCH,C,H,OH 
CO-NH 2 


5¢ Kondenationsprodukt wurden in 200cem 95 % igem 
Alkohol suspendiert, portionsweise mit tiberschtssigem 3 % igera 
Natritumamalgam unter Neutralisation mit Essigsdiure versetzt 
und am Riickflussktthler erwirmt. Die zuerst gelblich gefarbte 
Lésung wurde allmablich farblos. Das nach dem Erkalten 
gewonnene Filtrat wurde unter vermindertem Druck bis zur 
Trockne abdestilliert. Der Rtickstand wurde sodann mit Wasser 
digeriert, abgesaugt, sorgfaltig mit Wasser gewaschen, aus sie- 
dendem 50 % igem Alkohol umkrystallisiert. Die Ausbeute an 
schwach gelblichen Krystallen betrug 2.6 g-65 % der Theorie. 
Die unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisierte farblose Sub- 
stanz schmilzt bei ca. 285° unter Zersetzung. Die Substanz ist 
unléslich in Séuren, léslich in Alkali. Aus der alkalischen 
Lésung lasst sich die Substanz durch Saéuren wieder ausfallen. 

Dieselbe Substanz kann man auch aus o-Tyrosin nach der 
Methode von E. Fischer gewinnen: 5g o-Tyrosin wurden in 
50cem Methylalkohol suspendiert. Nach dem Einleiten und 
Sattigen mit trockenem Salzsiiuregase wurde die Lésung 10 Mi- 
nuten auf dem Wasserbade erhitzt und nach dem Erkalten im 
Eisschrank iiber Nacht stehen gelassen. Die erstarrte Krystall- 
masse wurde abgesaugt, gut abgepresst, mit wenig kaltem Me- 
thylalkohol gewaschen. Die Ausbeute betrug trocken 5.8 g. 
Die aus Methylalkohol umkrystallisierte, farblose Substanz 
schmilzt bei 179°. 

0.8070 g Subst. : AgCl] 0.1838 g. 
Ci)Hi;03N.HCl] Ber. Cl 15.82, Gef. 14.81. 

Die méglichst konzentrierte wisserige Lésung von o-Tyrosin- 

metbylesterchlorhydrat wurde unter Kithlung mit einer kalten 
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konzentrierten Kaliumcarbonatlésung versetzt. Die ausgeschie- 
dene rotbraune Masse wurde mittelst des Scheidetrichters in 
Essigither aufgelést. Nach langem, ungestértem Stehenlassen 
der essigiitherischen Lésung scheidet sich ein farbloser, krystal- 
- liner Niederschlag aus. Die aus Methylalkohol umkrystallisierte 
Substanz schmilzt bei 285° unter Zersetzung. 
0.0911 g Subst. bei 100° getrocknet: 0.2197 g CO, 0.0465 g H,0, 

CisHisOsNz Ber. C 66.22, H 5.56, 

Gel ee65.7 (5 505.67, 

Die Substanz lést sich in Alkali und lasst sich durch Saéuren 
wieder ausfallen. Auch bei der Mischprobe mit dem aus 3.7- 
(o-acetoxybenzal) 2.5-diketopiperazin dargestellten o-Tyrosinan- 
hydrid zeigte sich keine Schmelzpunktdepression. Mithin han- 
delt es sich bei der Substanz nicht um Aminohydrocumarin, 
sondern um ein Diketopiperazinderivat. 

Dieselbe Substanz kann man auch aus Diacetoxybenzyl- 
diketopiperazin durch Entacetylierung mittelst Ammoniakwassers 
gewinnen: 1g Diacetoxyverbindung wurde mit tiberschtissigem 
10% igem Ammoniakwasser bis zum Verschwinden des Ammoni- 
akgeruches unter zeitweisem Ersatz des Wassers erhitzt. Nach 
dem Erkalten schieden sich 0.6g Krystalle aus. Durch die 
Mischprobe und N-Bestimmung wurde mit dl-o-Tyrosinanhydrid 
identifiziert. 

0.1550 g Subst. : 10.8cem N. (14°, 769 mm) 
GsH ON; Bere N.8.59, Gels, Nz °8.37. 


VI. Kondensation des Glycinanhydrids mit Salicylalde- 
hydmethyldther zu 3.6-Bis (o-methoxybenzal) 
2.5-diketoprperazin. 


OS 


\co-NH 

Anstatt des Salicylaldehyds bewihrt sich auch sein Methylather 
(o-Methoxybenzaldehyd) fir die Kondensation. Die Ausbeute 
ist etwas besser als bei Verwendung des Salicylaldehyds. Die 


CH,0C,H,CH:C C:CHC,H,OCH; 
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aus Hisessig umkrystallisierten, schénen, gelben Krystallnadeln 
schmelzen bei 265-266°, sind léslich in warmem Hisessig, Chlo- 
roform, etwas in Alkohol und Benzol. 
0.1025 g Subst. bei 100° getrocknet : 0.2564 g COz, 0.0471 g H,0, 
0.1327 g Subst. : 9.5cem N. (23.5°, 759 mm) 
Cy HisO0.Nz (350.16) Ber. C 68.54, H 5.18, N 8.00 
Gef,%,.88.-225 $3 462L1g oto: 
Dieselbe Substanz lasst sich auch aus o-Oxybenzaldiketo- 
piperazin durch Methylierung gewinnen: 4.8g o-Oxybenzal- 
diketopiperazin wurden in 30 cer Methylalkohol mit 2g Atzkali 
aufgelést und mit 9 g Methyljodid versetzt. Die Mischung wurde 
sodann in geschlossenem Rohr 2 Stunden bei 100° erhitzt. Nach 
dem Erkaltem schieden sich gelbe Krystallnadeln aus. Die 
Substanz wog 4.7 ¢g—90 % der Theorie. Die aus Eisessig um- 
krystallisierte Substanz schmilzt bei 265° und zeigte bei der 
Mischprobe mit dem durch Kondensation gewonnen D7i-o-me- 
thoxybenzaldiketopiperazin keine Schmelzpunktdepression. 


VII. Kondensation des Glycinanhydrids mit m-Ozxyben- 
zaldehyd zu 3.6-Bis (m-acetorybenzal) 2.5-diketopiperazin. 


NH-CO. 
oA ~ 


CO-NH 
5.7 ¢ Glycinanhydrid wurden mit 15 g m-Oxybenzaldehyd, 
15g trockenen Natriumacetats und 25 g Essigsiureanhydrid ver- 
setzt und 6 Stunden auf 130-140° erhitzt. Die Reaktionsmasse 
wurde ganz gleich wie bei der Kondensation des Salicylaldehyds 
behandelt. Die Ausbeute an schwach gelben schuppenférmigen 
Krystallen betrug 15.5 ¢—mithin 76.3 % der Theorie. Die 
Substanz ist léslich in Chloroform und in warmem Hisessig, 
schmilzt bei 268-269° 
Zar Analyse wurde die Substanz aus Eisessig umkrystalli- 
siert bei 100° getrocknet. 
0.0905 g Subst. : 0.2154 g CO., 0.0369 g H,0, 
0.1844g ,, +: 10.4cem N (12°, 762.1 mm) 


CH,CO.0C,H,CH:C C:CHC,H,0.COCH, 
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0.4429¢ ,, : 11.0cem n/5 NaOH (Acetylbest. nach 


Freudenberg) 
CisHy20,N, (CH3CO). Ber. C 65. bak. H 4. 47, N6. 90, CH;CO ie 19, 
Gef. ,, 64.91, ,, 4,53, ,,6.79, ,, 21.53. 


- Das Kondensationsprodukt liess sich auch leicht zu 3.6-Bis- 
(m-Oxybenzal) 2.5-diketopiperazin entacetylieren. Die Behand- 
lung war im grossen und ganzen dieselbe wie bei der o-Acetoxy- 
benzalverbindung. Inbezug auf die Léslichkeit verhalt sich die 
Substanz auch wie die 0-Oxybenzalverbindung, schmilzt bei etwas 
héherer Temperatur, nimlich, rasch erhitzt, bei ca. 313° unter 
Zersetzung. Aus 2g Acetylkérper bilden sich 1°4g reine Sub- 
stanz—90 % der Theorie. Zur Analyse bei 100° getrocknet. 

0.0976 g Subst. : 0.2384 g¢ CO,, 0.0239 ¢ H,0, 

0.1437g¢ ,, +: 10.8ccm N (22°, 764mm) 

CigH.O.N2 (322. 13) Ber. C 67.05, H 4.35, N 8.70, 
Gef. ,, 66.62, ,, 4.44, ,, 8.67. 


VII. Reduktion und Entacetylierung des Kondensations- 
produkts zu 3.6-Bis (m-Oxybenzal) 2.5-diketopiperazin 
(m-Tyrosinanhydrid). 
NH-CO 
a \cHcH,C,H,0H 
\co-NH 
5 g Kondensationsprodukt wurden in 150 ccm heissem Eises- 
sig aufgelést und unter portionsweisem Zusatz von i0 g Zinkstaub 
10 Stunden am Riickflusskiihler gekocht. Das Filtrat wurde unter 
vermindertem Druck abdestilliert. Der Rickstand wurde in 
heissem Alkohol aufgelést und abfiltriert. Beim Stehenlassen 
schieden sich 3.5 g schwach gelbliche Krystalle aus. Die Aus- 
beute ist fast quantitativ. Die aus verdtinntem Alkohol unter 
Zusatz von Tierkohle umkrystallisierte, farblose, asbestihnliche 
Substanz schmilzt bei 276-277°. Sie ist in Eisessig, Alkohol 
und auch in Alkali léslich. 
0.0926 g Subst. bei 100° getrocknet: 0.2241 g COs, 0.0499 g H:20, 
0.1126 g Subst. : 8.3ccm N (14°, 755 mm) 


OHC,H,CH,CH 
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OsH2O.N, (326.16) Ber. C 66.22, H 5.56, N'8.59, 
Gef. ,, 66.00, ,, 5.99, ,, 8.73. 


IX. Reduktion ohne Entacetylierung des Kondensations- 
produkts zw 3.6.Bis (m-acetoxybenzyl) 2.5-diketoprperazin. 
(Diacetyl-m-tyrosinanhydrid.) 


a 
CH,CO.00,H,CH,CH” CHCH,C,H,0.COCH; 


\co-NH 


Bei der Reduktion kann man durch Verktirzung der 
Erhitzungszeit und Zusatz von wenig Wasser in Eisessig der 
Entacetylierung entgehen: 4 g¢ Kondensationsprodukt wurden in 
135 ccm Eisessig und 15ccm Wasser aufgelést, mit 10g Zink- 
staub versetzt und eine halbe Stunde gekocht. Das Filtrat wurde 
unter vermindertem Druck abdestilliert, Der Riickstand wurde 
in heissem Alkohol aufgelést und stehengelassen. Die ausge- 
schiedenen feinen Krystallnadeln wogen trocken 4g. Die Aus- 
beute des Diacetylkérpers betrug mithin 98 % der Theorie. Die 
zur Analyse aus Alkohol umkrystallisierte Substanz schmilzt bei 
189-190". 

0.0879 g Subst. : 0.2072 ¢ CO,, 0.0410 g H,0, 

OA677 @ 4, .: 2.5 ecm INT | venmr 

CwHe2OsN2 (410.20) Ber. C 64.86, H 5.41, N 6.86, 
Gef..,, G4. 206 5. DalS wa iac0s 


X. Reduktion und Aufspaltung des 3.6-Bis (m-acetoxy- 
benzal) 2.5-diketopiperazin zu m-B-Oxyphenyl-c- 
alanin (dl-m-Tyrosin.) 

/\OH 
| 
\ /CH,CHNH,CO,H 
5g Kondensationsprodukt wurden mit 50ccm Jodwasser- 
stoffsiure (D. 1.7) und 2.5 g rotem Phosphor versetzt, 5 Stunden 


am Riickflussktihler gekocht. Nach dem Erkalten wurde die 
Masse unter Zusatz des Wassers abfiltriert. Das Filtrat wurde. 
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unter vermindertem Druck abdestilliert. Der Destillationsriick- 
stand wurde-nach erneuertem Zusatz von Wasser mit Natronlauge 
neutralisiert. Dabei schieden sich 3.6 g weisse Krystalle aus. 
Die rohe Ausbeute betrug mithin 90% der Theorie. Die Sub- 
stanz lisst sich ohne bedeutende Verluste aus heissem Wasser 
umkrystallisieren. Die farblosen Krystallnadeln schmelzen bei 
280° unter Zersetzung. 
0.1378 g Subst. bei 100° getrocknet: 0.2998 ¢ CO,, 0.0758 HO, 

0.1688 ¢ Subst. : 11.4ccm N (12°, 761 mm) 

CsHnOsN (181.10) Ber. C 59.63, H 6.12, N 7.74, 

(Gein Geto0. 84, 7 Oo Bal. 


LITERATUR. 


Blum, L. (1908)., Arch. f. exp. pathol. u. Pharmk, 39, 273 

Sasaki, T. (1921)., Ber. 54, 163 

Steudel, H., Ellinghaus, J. u. Gottschalk, A. (1926)., Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 154, 21, 198, 


The Jouraal of Biochemistry Vol. VIIT, No. 2 


UBER DEN MECHANISMUS DER KOMPLEMENT- 
WIRKUNG BEI DER HAMOLYSE. 


(Reaktionskinetische Anschauung von der Komplementwirkung,) 


Von 


KEIZO NAKAMURA, 


(Aus dem Kaiserlichen Institut fiir Infektionskrankheiten zu Tokio. 
Direktor: Prof. Dr. M. Nagayo.) 


(Hingegangen am 15. December 1927.) 


Wie bekannt, hat ein von Arrhenius 1907 veréffentlichtes, 
bertihmtes Werk ,, Immunochemie ‘‘, wo verschiedenartige im- 
unologische Probleme hauptsdchlich vom Standpunkte der phy- 
sikalischen Chemie aus studiert worden sind, die verschiedenen 
Forscher danach zu streben veranlasst, ihren serologischen 
Beobachtungen einen mathematischen Ausdruck zu geben. 

Was ferner die himolytische Reaktion durch Komplement 
betrifft, ist oft eine eingehendere reaktionskinetische Diskussion 
angeregt worden. 

Diese Reaktion findet man nicht selten in der Literatur so 
dargestellt, als ob sie nach der Gleichung fiir monomolekulare 
od. bimolekulare Reaktion verliefe. 

Aber keine dieser einfachen, theoretischen begriindeten For- 
meln scheint bis jetzt einwandfrei bestatigt zu sein. 

Selbstverstindlich darf nicht versiumt werden, die sero- 
logisch bestatigten Tatsachen méglichst in mathematische Form 
zu bringen, anstatt sie aus verschiedenen Voraussetzungen zu 
entwickeln. 

Aus diesem Grunde wollen wir zuerst das ftir die an der 
hiimolytischen Reaktion beteiligten Faktoren geltende Gesetz 
bestiitigen und dann hieraus eine reaktionskinetische Formel 
ableiten, damit man tiber den Mechanismus der Komplement- 
wirkung ein rationelles Urteil zu fallen vermag. 

Und die Frage, durch was fiir eine Formel sich die Form 
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des zeitlichen Verlaufes der himolytischen Reaktion’ darstellen 
lasst, hat zu weiter unten im Text zu besprechenden Ergebnissen 
geftihrt. 


I. BerziEHUNG ZWISCHEN DER. MENGE DER SoG. “ BLUTKGOR- 
PERCHEN-K OMPLEMENT-VERBINDUNG, WELCHE EINE 
VERBINDUNG DES KOMPLEMENTS MIT DEM SENSIBILISIERTEN 
ROTEN BLUTKORPERCHEN. BEDEUTET, EINERSEITS. UND DEN 
KoNZENTRATIONEN DER BEIDEN STOFFE ANDERERSEITS. 


In diesem Kapitel wird die Anderung der Menge der Blut- 
kérperchen-Komplement-Verbindung mit den Konzentrationen 
der beiden aufeinnander wirkénden Stoffe behandelt. 

Da bei etwas héherer Temperatur, sobald das Komplement 
sich mit Blutkérperchen verbunden hat, die hamolytische Reak- 
tion eintritt und weiter geht, scheint es schwierig festzustellen, 
durch was fiir ein Gesetz der Gleichgewichtszustand der beiden 
Stoffe geregelt wird. 

Dazu habe ich die Temperatur 0°C. gewahlt, wo die Hamolyse 
gewohnlich nicht vor sich geht, wahrend die sensibilisierten 
Blutkérperchen und das Komplement sich verbinden kénnen. 


A, ‘AVe@lninil:<. 


Als Versuchsmethode habe ich die bei der Wassermann- 
Reaktion anwendbare Browningsche benutzt, weil sie von 
vielen zum hamolytischen Versuche fiir geeignet gehalten wird. 


1. Blutkérperchen - 


Verwendet sind rote Blutkérperchen des gesunden Rindes, 
welche mit 0,85 % Kochsalzlésung wiederholt gewaschen worden 
sind, bis der Abguss ganz klar ist. 


2. Darstellung der sensibilisierten Blutkérperchen : 


a) Jdémolysin: Durch Erhitzen auf 56°C. fir 30 Minuten 
wurden inaktiviertes Immunseram aus dem Kaninchen dem 
Rinderblutkérperchen in steigender Dose einverleibt 
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Nach dem Browningschen Verfahren ist die minimale 
hdmolytische Dose (M.H.D.) gleich @.0005 ccm, das ist die 
Menge, welche beim Vorhandensein von 0,05cem Komplement 
(Meerschweinchenserum) 0.5 ¢cm von 3% Blutkérperchen-Sus- 
pension vollstindig himolysieren kann. 

b) Methode der Sensibilisterung : Wenn man 100 ccm von 
3% Suspension der sensibilisierten Blutkérperchen gewinnen 
will, so nimmt man zuerst 97 ccm Kochsalzlésung, teilt sie in 
zwei etwa gleiche Teile, setzt einem Teile 3 ccm Blutkérperchen 
und dem andern das 5 bis 7 fache der M. H. D. an Hamolysin 
zu; dann sollen diese beiden Teile rasch vereinigt und gut 
gemischt werden. Die so dargestellte Blutkérperchen-Suspension 
wird in den Eisschrank gelegt, nachdem sie 30 Minuten lang 
der Zimmertemperatur ausgesetzt worden ist. 

Nach ca. 18 sttindigem Aufenthalt. im Eisschrank wird sie 
zentrifugiert, und der Abguss wird mit frischer Kochsalzlésung 
von gleichem Volum versetzt, wodurch die sensibilisierten 
Blutkérperchen so gleichmissig wie méglich wieder suspendiert 
werden sollen. Solche Aufschwemmung findet man im folgenden 
hier und da als ,, Aufschwemmung von sensibilisierten Blut- 
kérperchen “‘ oder einfach ,, Blutkérperchen-Aufschwemmung ‘‘ 
bezeichnet. 


38. Komplement : 


Als solches ist das Meerschweinchenserum benutzt, welches 
waihrend des 18 stiindigen Aufenthaltes des Blutes im Eisschrank 
aus dem Blutkuchen abgeschieden worden ist. Jédesmal muss 
seine minimale hémolytische Dose (M. H. D.) genau gemessen 
werden, d.i. die kleinste Menge, die 0.6cem von 3% Auf- 
schwemmung der sensibilisierten Blatk6rperchen vollstindig 


haimolysieren kann. 


4. Messungsmethode des Hamolysengrades. 


Zu diesem Zweck ist das Autenrieth-K énigsbergersche 
Kolorimeter verwendet, wobei als Standard eine Hémoglobin- 
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lésung, d.i. die wisserige Lésung der Blutkérperchen in ver- 
schiedener Menge (z. B. 1.5 %, 0.75 9%), benutzt wird. 

Nun wird das Experiment folgendermassen durchgeftihrt. 
Zunichst werden die Blutkérperchen-Aufschwemmung und das 
Komplement, welche zuvor gesondert bei 0°C. gehalten worden 
sind, vereinigt, gut gemischt und weiter bei 0°C. fir 45 bis 60 
Minuten gehalten. Wenn das Gemisch dann bei 0°C. zentrifu- 
giert wird, so erhalten wir einen ganz klaren Abguss, was zeigt, 
dass keine Hamolyse vor sich gegangen ist. Nachdem man 
diesen Abguss mit Kochsalzlésung von gleichem Volum versetzt 
und das Sediment so gleichméssig wie méglich resuspendiert 


hat, legt man es in den Brutschrank. Nach dem if bis 2 


sttindigen Aufenthalt im Brutschrank, wobei die Hamolyse in 
der Regel vollendet ist, wird die Blutkérperchen-Aufschwem- 
mung wieder zentrifugiert und die Farbenintensitaét ihres rot 
gefarbten Abgusses wird genau kolorimetrisch gemessen, damit 
man imstande ist zu sagen, welcher Teil der Blutkérperchen- 
Aufschwemmung hamolysiert worden ist. 


B. Anderung der Menge der Blutkoérperchen- 
Komplement-Verbindung mit der 
Komplementkonzentration bei gegebener 
Blutkérperchenmenge, 

TABELLE I. 


ip II III IV 
Sensibilsierte 
Erythrozyten (1.5 %) a com “ 2 2 Vollstandig 
ee ae eee! poe 
- 1 2 3 4 1.5% Au 
Komplement |. HD. |M.H.D. |M.H.D. [M.H.D. een ane 
e 
0.85 % Kochsalzlésung Byythrerseas 
(bei Wiederauf- 9 ° 
schwemmung as 2 2 
angewanat) 
Hamolysengrad 22 47 67 86 95 


te Sg 
(22) (44) (66) (88) 
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In Klammern stehende Ziffern zeigen den durchschnittlichen Hamo- 


+ (4 +E +22) =00, 


Standardlésung bei Kolorimetrie = 1.5 % Hamoriebinigeun: 


lysengrad an; z. B. 


TABELLE IL. 

tr |i {mt{1v| v | vi|vir] vir] 1x me 

! : =| Ee es Pe a ee Vollstandig 
Sensib, Blutk. | 2.0 |2.0/2.0/2.0]2.0/ 2.0/2.0! 2.0 | 2.0 | hamolysierte 
(1.5 %) 5% Auf- 
Komplement Frac Say 2—|4—|5 |6-|7—/8—| 9— | 10O— schwemmung 
0.85 % Kochsalz} 2.0 | 2.0/2.0] 2.0/2.0] 2.0/2.0] 2.0 | 2.0 | Erythrozyten 

ae 10 | 21 | 77 | 103] 121| 137] 160| 178.5 | 196.5 293.5 

(20) (40) (80)(100)(120) (140) (160) (180) (200) 


Standardlésung = 0.65 % Hamoglobinlésung. 

Aus diesen Ergebnissen kann man sehen, dass der Hamo- 
lysengrad bei gegebener Blutkérperchenkonzentration der Kom- 
plementkonzentration direkt proportional ist. 


C. Anderung der Menge der Blutkérperchen- 
Komplement-Verbindung mit der Blut- 
kérperchenkonzentration bei 
gegebener Komplementmenge. 


TABELLE III. 


I Jt III 
3.3 
1 ib M.H.D. 
are 0.1 0.1 0.1 Vollstandig 
Toi 2.0 hamolysierte’ 
Sensibilisierte 2.0 Te it 1 1.5% Auf- 
Blutkorperchen 1.5% Gx 1.5% ae 1.5% 4 SON oe 
0.85 % Kochsalz- _ Erythrozyten 
lésung (bei Wieder- 2.07 2.09 2.09 
aufschwemmung ? 
angewandt) 
Hamolysengrad 87 42 26.5 95 
(84) (42) (28) (21) 


Standardlésung = 1.5 % Hamoglobinlosung. 
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TABELLE IV. 


Bei Tabelle IV und V angewandte Standardlésung = 0.65 9¢ Hamoglobinlos. 


i Il Til IV V Kontrolle 
Komplement ee eee 
oy 0,02 | 0.02 0,02 0 02 0.02 sbuceenes 
2. 2. 0 2.0 MnO? 
gensibilisierte |--20, Lg", Py" be ee 
Erythrozyten 1.5% @ *1.5% g % 1.5.26 a x1.5% g x15 % mung Age 
0.85 % Koch- rytnrozy- 
ital ton ees 1.99 1.99 20 | ° ten 
Hamolysen- ; sehr gering, : 
grad ely fast unmessbar 0 oY 195 
TABELLE  V. 
I II Ill IV Vv Kontrolle 
Komplement M “S D 2— 2- 2— Ph 
Sensibilisierté | 72.0 | “oe |g. sigue eee 
Erythrozyten | 1.5% @ %1.5% 3 15% 415% ye x15% 
V.85 % Koch- 
ealzlésung 1.97 1,98 1,99 1.99 2.0 
ee ae 27 1.35 unmessbar 0 195 


TABELLE VI, 


Bei Tabelle V{ und VII angewandte Standardlésung = 1.3 9¢ Hamoglobinlis. 


iL Ania IV WY Kontrolle 

Komplement M ui D 4— oe 4— 4— 
Sensibilisierte 2.0 1 et oA iy 2 20 
Erythrozyten | 1.5 % 9 X1.5% 3 15% — *1.5% |= 1.6% 
0.85 % Koch- 

See ee ee 1.99 1.99 2.0 

Hamolysen- 

ee 79 40.5 28 18 9.5 99 
(76) (38) (25) (19) (9.5) 
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TABELLE VII. 


i . Il TI IV Kontrolle 
Komplement Mn YD. 5— 5— 5— 5— - 
if 2.0 2.0 2.0 2.0 


Sensibilisierte | 2.0 | 4 1 1 | 
Erythrozyten | 1.5 % oo 1.5% |= x 1.5.96 ee Tb B *1.5% 


3 
0.85 % Koch- 


salzlésung 1.97 1.98 1.99 1.99 2.0 
ee 77 43.5 28.5 21.0 10.0 99 


(80) (40) (27) (20) (10) 
Die oben eingeriickten Tabellen illustrieren alle die Propor- 
tionalitét zwischen Hamolysengrad und Blutkérperchenkonzen- 
tration bei gegebener Komplementkonzentration. 


II. Ezyrriuss prs HAmotysr-ENDPRODUKTES AUF DIE 
VERBINDUNG DES KOMPLEMENTS MIT DEN 
SENSIBILISIERTEN BLUTKORPERCHEN. 


Hier werden mit ,, Himolyse-Endprodukt “‘ die durch mini- 
male himolytische Komplementdose vollstiindig hamolysierten 
sensibilisierten Blutkérperchen in ihren verschiedenen Mengen 
bezeichnet. 

Zuerst wird das Komplement zu der solches Hamolyse- 
Endprodukt in verschiedener Menge enthaltenden Kochsalzlésung 
hinzugefiigt. Nachdem diesesGemisch eine Zeit lang der Zimmer- 
temperatur ausgesetzt worden ist, wird seine Temperatur bis auf 
0°C. herabgesetzt; dann wird ihm die Blutkérperchen-Aufschwem- 
mung von 0°C. zugesetzt, gut gemischt und darauf wird es fiir_ca. 
30 Minuten bei 0°C. gehalten. DaraufZentrifugierung. Der Abguss 
wird mit gleichem Volum Kochsalzlésung versetzt, in welcher das 
Sediment so gleichmissig wie méglich resuspendiert werden soll. 

Nach der Vollendung des himolytischen Vorganges im 
Brutschrank (37°C.) wird die Aufschwemmung wieder zentri- 
fugiert, die Farbenintensitét ihres Abgusses kolorimetrisch ge- 
messen, deren Wert in den folgenden Tabellen als ,, Hamoly- 


sengrad ‘‘ bezeichnet ist. 
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EXPERIMENT I, 


Standardlésung bei Kolorimeter = 1.3 % Hamoglobinlésung. 


Sensibilisierte 
Erythrozyten 


(1.5 %) Vollstandig 


ea 
a 1.0 sierte 0.79 % 
Serna ee 0.85 % |Aufschwem - 
ye NaCl- 38. mung der 
________|  sensibili- 
sierten 
Komplement Erythrozy- 
ten 
0.85 % NaCl- 
lésung (bei 
Wiederauf- 2.045 
schwemmung 
angewandt) 
Ha % 
ee a 39.5 50.5 


EXPERIMENT II. 


Bei Experimente IT bis IV angewandte Standardlésung = 0.65 % Hamoglobinlés, 


It IV 
Sone: 
STythro- 
zyten (3%) 1.0 1.0 
—— gfe eet 
amoly- 
3 1.0 i sierte, 
igi lic 1 1 1.0 "i 15 % Auf- 
produkt 6} ZX15% |= x1.5.% _ | mung der 
6 8 seasib. 
SS Erythro- 
Komple- zyten 
ment 3— 
0.85 % 
NaClL-lis- 2.0 
ed ee oe 
Hamoly- tas SS 
sengrad 57.5 
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EXPERIMENT III. 


II Ill 1V Vv Kontrolle 
1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 
1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 


1 1 1 0.85 % 
07 | — % | — TS ewe q . 
2 *1.5% a x1.5% 6 x 1.5% 8 x 1.5 %6 NaCl-lés. 


Komple- 
ment 4— se ae i 
$$ A Ja] |] 
0.85 % 
NaCl-lésung 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 
72 133 163 163.5 163.5 214.5 


EXPERIMENT IV. 


rE I II IV V Kontrolle 
Sensib. 
Eryth. 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 
(3%) 
U 1.0 1.0 1.0 
Hamolyse- : a” of 


Endprod. 15% hs Baas, Ab 21.67 0.89 % 
PE 10. [ye E2870 beg Seg Po 78 lg 70 Nah lea, 


SSS SS ee SS SS 


Komple- 5 = mee Be = “3 
ment M.H.D. 5 5 5 5 5 
NaCllosung| 2.0 2.0 DAY) 2.0 2.0 2.0 
Hamoly- = 
sengrad 17.5 109 175.5 187.5 187.5 190.5 /|214.5 


Aus der oben tabellierten Versuchsserie ergibt sich, dass das 
Hamolyse-Endprodukt parallel seiner Konzentration das Kom- 
plement an seiner Verbindung mit den sensibilisierten Blut- 
k6rperchen deutlicher verhindert, als einfaches Kochsalzmedium. 

Nun kann man aber fragen, wofiir solche Verhinderung 
verantwortlich sein kénnte. Mégen sie dem wiihrend der 
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Himolyse herausgewanderten Blutkérpercheninhalt zuge- 
schrieben werden sein? — 

Also sind die folgenden Versuche so angestellt, dass anstatt 
des in den vorigen Versuchen angewandten Hamolyse-Endpro- 
duktes sog. ,, isotonische Hamoglobinlésung “‘ benutzt wird, 
was eine wisserige Lésung der Blutkérperchén bedeutet, wo nach 
der Wasserhimolyse so viel Kochsalz hinzugefiigt ist, dass sie 
isotonisch mit physiologischer Kochsalzlésung wird. 


EXPERIMENT V. (a) 


I J Ill IV Vv 
Sensib. Eryth.| 19 1.0 1.0 1.0 1.0 
(3.%) 
Hamolyse- 1.0 1 oe 7 a” 1 1.0 ‘ 8506 
1 0 —— 10) —— QO —s * (7) 
Endprod. TOG 3% 1.5 % oe LONG es lets WE NaCl-lés. 
Komplement | 1M.H.D. i= ie 1— ile 
0,85 % , 
NaCl-lésung 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 
Hamolysen- 
areal 0 0 0 0 11.5 


EXPERIMENT V. (b) 


if; ie Til IV V 
Sensib. Eryth- 
rozyten (3 %) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 
Ber oh 10 : i150) 1.0 1.0 1.0 
amoglobin- : 1 ys 1 0.85 9 
Teeene 1.5% | Sx15% | 716% | | x15 % | eee 
Komplement | 1M.H.D. 1— 1— 1— lice 
0.85 % 
NaCl-lusung 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 
Hamolysen- 
ee 9.5 12 9.5 12 11.5 
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EXPERIMENT VI. (a) 
I II II IV Vv 
Sensib. Eryth- a 
core ho 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 
1.0 : 1.0 
Hamolyse- TOae l a 1 0 ae 
Endprod. 1.5% 9% RK |) esl 74 3 *15 % NaCl-lés. 
Komplement | 2M.H.D. 2— Vp — oe 2— 
0.85 % 
NaCl-ldsung 2.0 ; 2.0 2.0 2.0 2.0 
Hamolysen- 
end 0 0 0 0 26 
EXPERIMENT VI. (b) 
i II III IV V 
Sensib. Eryth- 
Poericnlee 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 
Isotonische 1.0 ; 1.0 1.0 ; 1.0 ; 88 96 
Hamoglobin- ; ab s 
sce 15% | @%l.5% | Gxl5% | ¢x15% | Nacl-fés. 
Komplement | 2M.H.D. 2— 2— 2— 2— 
0.85 % D) 
WaGlaaune 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 
Hamolysen- 
grad 21.5 26.5 28 26,5 25.5 
EXPERIMENT VII. (a) 
I II III IV Vv 
Sensib. Eryth- 
rozyten (3%) 1.0 1.0 1.0 2 1.0 1.0 
Hiamol 10 1.0 1.0 1.0 1.0 
amolyse- il i 0.35 2 
Endprod. 1b 6 lie 1.000 hd 96 4 xl5%6 Necees. 
Komplement | 3M.H.D Ba 3— 3— 3— 
0.85 % ‘ 2.0 
NaCl-lésung 2.0 “ale 20 ae 
HinaTOy sett: 0 0 7.5 15.5 46.5 
grad 
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EXPERIMENT VII. (b) 
I Ty Iil IV WV 
Sensib. Eryth- 
rozyten (3 %) 1.0 1.0 as EG: 1.0 
Upc ia LO F 1.0 : 1.0 l.u 1.0 
Hamoglobin- © ; AY ply uS 0.85 % 
léstng 1.5% 3 x1.5 % ri OS F se YS NaCl-lés. 
komplement | 3M.H.D 3— = 3— 3— 
0.85 % =< 
NaCLlosrne 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 
Hamolysen- 
ard 48.5 46.5 48.5 46.5 46.5 
EXPERIMENT VIII. (a) 
i II Ill TeV Vv 
~~ Sensib. 
Erythrozyten_| ™” 1.0 1.0 1.0 1.0 
; \ OU 
Hamolyse- 1.0 | ; 1 EY 1 1.0 4 8B 0 
Endprodukt 1.0% + | Xho % 3 X15. % x15 % NaCl-lés. 
Komplement | 4M.H.D 4— 4-- .— se 
0.85 % 
NaCl-lésung ee a8 20 2.0 2.0 
Hamolysen- : 
grad 0 0 33.5 42.5 60 
EXPERIMENT VIII. (b) 
if ch Til IV Vv 
Sensib, an 
es noe 1.9 1.0 1.0 1.0 1.0 
Isotonische 10 1.0 1.0 ; 1.u 20 
Hamoglobin- : 1 fe 0.85 % 
lésung 1.5 % iene 6 ge X15 % 4 %15% | Na€l-f6s. 
Komplement | 4M.H.D 4— 4— 4— 4e= 
0.85 % ; 
; NaCl-lésung 220) 2.0 220) 2.0 1.0 
Ilamol - 
ie 61.5 61 62 62 62.5 
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Aus diesen Beispielen erhellt, dass in der Versuchsreihe (a) 
eine deutliche Verhinderung der .Verbindung erkennbar ist, 
wihrend in (b) die Hamoglobinlésung ungeachtet ihrer steigenden 
Konzentration keine Verhinderung zeigt, d.h. sich wie einfache 
Kochsalzlésung (Kontrolle) verhalt. Daher ist es wahrscheinlich, 
dass der verhindernd wirkende Stoff nicht als einfacher Blut- 
kérpercheninhalt angesehen werden kann. 

Hier haben wir dann ferner zu fragen, ob die Verhinderung 
nun dem wihrend der Haimolyse inaktiv gewordenen Komple- 
ment oder dem aus hiimolysierten Blutkérperchen frei gewordenen 
Hamolysin zugeschrieben werden miisse. 

Felgende Tabelle zeigt den Hamolysengrad bei Verwendung 
verschiedener Medien; d.i. Einfluss verschiedener Medien (a), 
(b), (c) und (d) auf die Verbindung des Komplements mit den 
sensibilisierten, Blutkérperchen. 

Von den als Medien verwendeten Lésungen bedeuten: 

(a)....die Lésung der durch minimale himolytische Kom- 

plementdose himolysierten Blutkérperchen, welche 
oben als ,, Himolyse-Endprodukt ‘‘ bezeichnet worden 
ist, 

(b)....die wéasserige Lésung der sensibilisierten Blutkér- 

perchen, wo das inaktivierte Komplement der M.H.D. 
hinzugeftigt ist, 


(c).. ..die isotonisch gemachte wasserige Lésung der sen- 
sibilisierten Blutkérperchen, 
(d)....die isotonisch gemachte wasserige Lésung der nicht 


sensibilisierten Blutkérperchen, wo das inaktivierte 
Komplement der M.H.D. zugesetzt ist. 


1.5%, 516 %, 71.5% und 51.5% zeigen die in den als 


Medien verwendeten Liésungen enthaltene Menge der hiimoly- 


sierten Blutkérperchen, andere Ziffern den Grad der erfolgten 
Hamolyse. 


422 K. Nakamura : 


1 & 
1.5 % 5X15 % ERLE % L159 | Kontrolle 


a) 0 10 20 31 | 


Medium der 
b) 0 10 17 31 physiol. — 
(ew Ss eee | ee ochsalzios: 
c) 0 9 fe 27 
d) 39 85 38 42 | 40 


Aus dieser Tabelle erkennen wir, dass die Hamolysengrade 
und zwar die Menge der Blutkérperchen-Komplement-V erbind- 
ung bei (a), (b) und (c), wenn die als Medien verwendeten 
Lésungen die gleiche Menge, hamolysierter Blutkérperchen ent- 
halten haben, alle fast gleich sind, wahrend bei (d) jeder Ha- 
molysengrad dem der Kontrolle, und zwar im Kochsalzmedium, 
gleich ist. 

Hier besteht nun Grund anzunehmen, dass die Verhinderung 
dieser Prozesse den oben genannten verschiedenen Medien ein- 
schliesslich des durch die Hamolyse vom sensibilisierten Blut- 


kérperchen abgestossenen Haimolysins usw. zugeschrieben werden 
muss. 


Zusammenfassung. 


1. Das Medium, worin die hamolytische Reaktion erfolgt 
ist, verhindert das Komplement an seiner Verbindung mit sen- 
sibilisierten Blutkérperchen. 

2. Fur solche Verhinderung ist wahrscheinlich nicht der 
einfache Blutkérpercheninhalt, Hamoglobin usw., sondern das 
durch die Hamolyse von den sensibilisierten Blutkérperchen 
abgestossene Hamolysin usw. verantwortlich. 


III. REAKTIONSKINETISCHE UNTERSUCHUNGEN DES 
HAMOLYTISCHEN VORGANGS. 


A. Allgemeine Bemerkungen, 


Wir wollen nur in Kiirze einige Bemerkungen voraus- 
schicken. 
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1. Wenn man, wie dies gewohnlich bei den hiimolytischen 
Versuchen der Fall ist, erst Blutkérperchen-Aufschwemmung 
mit Hamolysin vermengt, dann Komplement hinzufiigt, so 
scheint das fiir die chemisch-dynamische Untersuchung der 
-Hamolyse nicht geeignet zu sein, da die Sache dadurch zu 
kompliziert wiirde, als dass eine einfache reaktionskinetische 
Formel leicht daraus abgeleitet werden kénnte, indem in erster 
Linie das Himolysin sich mit Blutkérperchen verbindet, im 
Medium Hamoglobintiberschuss und andere Serumbestandteile 
iibriglassend; darauf tritt Komplementbindung und, bei geeig- 
neter Reaktionstemperatur, Himolyse ein. 

Zwar bewiesen einige der so angestellten Versuche die Giltig- 
keit irgend einer bekannten Reaktionsgleichung, aber das war 
doch bedeutungslos. 

2. Da, wenn man die Blutkérperchen hinreichend sensi- 
bilisieren will, eine dementsprechend gréssere Menge yon Im- 
munserum benutzt werden muss, so bleiben in Medium nicht 
nur Hamolysintiberschtisse, sondern auch andere Serumbestand- 
teile brig, welche einen nicht geringen Einfluss auf die Kom- 
plementwirkung austiben kénnen. 

3. Man bedient sich am besten stark komplementaktiv wirk- 
samen Serums, damit andere, nicht an der Hiimolyse teilneh- 
mende Serumbestandteile in himolytischem System so wenig 
wie méglich vorhanden sind. Bevor das Komplement zugesetzt 
wird, muss sein Titel noch genau gemessen werden, damit es 
in passender Menge verwendet werden kann. 

4. Selbstverstindlith ist es durchaus nétig, dass die Tem- 
peratur des hiimolytischen Systems exakt konstant erhalten wird, 
woftir einfaches Wasserbad, Brutschrank usw. ungeeignet sind. 

5. Nachdem die beiden Lisungen, die man miteinander 
reagieren lassen will, die Temperatur des Thermostates erreicht 
haben, muss man sie miteinander vermengen und zugleich dieses 
Moment exakt registrieren. Ferner: sobald nun zu_beliebiger 
Zeit eine gewisse Menge Lésung aus dem Kolben herausgenom- 
men wird, soll die Reaktion derselben unterbrochen und die 
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Zentrifugierung vorgenommen werden, um das Sediment und 
den Abguss vollstindig zu trennen. 

Kurz, wenn man den hamolytischen Vorgang ohne be- 
trachtliche Schwierigkeiten- reaktionskinetisch behandeln will, 
so wird man am besten den Versuch unter folgenden Beding- 
ungen machen: 

a) Alle Blutkérperchen sind hinreichend sensibilisiert, und 
das Aufschwemmungsmedium besteht bloss aus Koch- 
salzlésung, ohne Serumiiberschuss zu enthalten, so dass 
das Komplement bald nach seiner Hinzuftigung leicht 
auf sie wirken kann, 

b) Das als Komplement zu benutzende Serum muss stark 
wirksam sein, 

c) Die Reaktion geht im exakt regulierten Thermostat vor 
sich. 


B. Versuchsmethode. 


1. Sensibilisterte Blutkérperchen: Zam chemisch-dyna- 
mischen Studium benutzbare sensibilisierte Blatkérperchen wer- 
den hier am zweckmissigsten so dargestellt, wie es oben in I, 
A 1 beschrieben worden ist. 

2. Komplement: Was das Komplement betrifft, siche 
ebenso I, A. 

3. Temperaturregulicrung: Thermostat elektrisch so exakt 
réeguliert, dass seine Temperaturschwankung +0.05°C. nicht 
Uberschreitet. 


Der Versuch ist in folgender Weise angestellt. 


Ein mit einem eingeschliffenen Pfropf versehener Erlen- 
meyerscher Kolben, der eine bestimmte Menge Aufschwemmung 
der sensibilisierten Blutkérperchen, enthiilt, und ein Reagenzglas, 
in welchem sich eine bestimmte Menge verdiinnten Komplements 
befindet, dessen Titel schon bekannt ist, werden nebeneinander 
in den Thermostat eingetaucht, bis ihre Temperatur die des 
Thermostates erreicht. Dann wird die erforderliche Menge 
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Komplement mit Hilfe der Messpipette aufgesaugt, hurtig in 
den Kolben hineingegossen und mit Blutkérperchen-Aufschwem- 
mung gleichmassig vermengt, wobei die’ Zeit’ genau registriert 
wird. 

Nun werden in bestimmten Zeitintervailen gewisse Mengen 
Inhalt aus dem Kolben herausgenommen und in ein bei 0°C. 
behaltenes Reagenzgliischen gegossen, wobei die Zeit immer regi- 
striert wird. Das himolytische System, dessen Reaktion unter- 
brochen ist, wird bei 0°C. fiir einige Minuten zentrifugiert, aus 
der kolorimetrischen Messung seines Abgusses kann man dann 
die Menge der zur Zeit hamolysierten Blutkérperchen feststellen. 
So kénnen wir graphisch den ganzen Verlauf des himolytischen 
Vorganges konstruieren, wie ihn die folgenden Kurven zeigen. 


(%) peasuaskoueTy 


Zeit (Min.) 
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Fig. 2. 


%) peasueshjoupy 
& 
ro) 
| 


20 eae | ——- }——+—— 1 


sand aaa 


O 102:) 2 oi 4c (6 9 (6) ON one eee aera 
el 


Zeit (Min.) 
Figur 2 ist ein Fall, wo das reaktion-beginnende Moment 
betrachtlich vom Vermengungsmoment der beiden gegeneinander 
wirkenden Stoffe abweicht. 


C. Ableitung der Reaktionsgleichung des 
hamolytischen Vorganges. 


Was den zeitlichen Verlauf der Reaktion in einem hetero- 
genen System, wie im himolytischen, betrifft, muss die Bindung 
zwischen Komplement und sensibilisierten Blutkérperchen erst 
in Betracht gezogen werden. Und es ist mit Recht anzunehmen, 
daf& die Reaktionsgeschwindigkeit proportional der jeweiligen 
Konzentration dieser Verbindung ist. In der Tat verlauft der 
himolytische Vorgang nicht nach der Gleichung fiir monomole- 
kulare Reaktion, worauf wir spiter zuriickkommen werden. 
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Wir wenden nun folgende Bezeichnungen an: 
@—=die gesamte Komplementkonzentration, 
g=die Konzentration der Blutkérperchen-Komplement- 


Verbindung, 
- W=die Konzentration der Endprodukt-Komplement-Ver- 
bindung, 
=die Konzentration der sensibilisierten roten Blutkér- 
perchen, 


H=die Konzentration der infolge der Hiimolyse im Medium 

sich zeigende Stoffe. 

Da einerseits die Menge der Blutkérperchen-Komplement- 
Verbindung proportional mit den Konzentrationen der sensibi- 
lisierten Blutkérperchen und des Komplements, also mit dem 
Produkt von beiden ist, und anderseits die Verbinderung der 
Verbindung der beiden Stoffe parallel mit der Konzentration 
des Hamolyse-Endproduktes geht, nimlich ein Teil des Kom- 
plements sich mit dem Medium verbinden kann (siehe Kap. ID), 
bestehen die foleenden Gleichungen. 


BO=9— BIO: waa. ee) 
PEO ag ed ae I ete Ge 
Aus (1) folgt 
ae 9) Se Rea > 
Ki+hk 
1)+(2 
(=) me, 
IKE 


Wenn wir schreiben 


so ist 
i 
ee 4 
Pe ieg-——*@ 
Lt 
Dieses ergibt, in (3) eingesetzt und nach y aufgelist, 


_(p- ft Pee Cee) 
oe" R+K 04 qE) 
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Nunmehr kénnen wir eine Differentialgleichung ansetzen. Ist 
a die Anfangsmenge der sensibilisierten roten Blutkér- 
perchen, 
t die Zeit, 
- die bis zur Zeit ¢ bereits hiimolysierte Menge Blut- 
kérperchen, also | 
a—x die zur Zeic t noch vorhandene Menge Blutkérperchen, 
so ist nach der Grundannahme (Kap. III, $1) die Haimolysen- 
geschwindigkeit in jedem Augenblick proportional g. 


_ de 
ager Teese 2 
Ge 6 a—x 
dt °G-HR=ed a iaeg) 


wo C den Proportionalititsfaktor bedeutet. 

Diese Differentialgleichung ist formal gleich derjenigen, die 
einst L..Michaelis zur Kinetik der Saccharasewirkung veréf- 
fentlicht hat. 

Durch Integration erhalten wir: 

(1—Kiqg)« — Ky (1+aq)In(a—z) = C-t + konst. 
Und, da fiir ¢=0 auch 2 = 0, so ergibt sich die Anfangs- 
bedingung: 
0 = Ki(1+aq)lna + konst. 
—kk,(1+aq)Ina = konst. 
Setzen wir nun in obige Gleichung fir die Integrationskonstante 
den Wert —/i(1+aq)Ina ein, so erhalten wir: 


Ki(i+aq)n—* + —Kig)a = O-t 


O==% 


Im allgemeinen 


a 
mn 


+ naz = t. konst. 
a—xwv 


Wenn wir fiir # in obiger Gleichung provisorisch die Be- 
zeichnung A anwenden, so folgt, dass 
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mln = of ek == t. Komsb, y se ds aw 2, (1) 


a— 


r 


mln—+— +n-a Sta KONSty as. ~(2) 


eS = 


Wir bezeichnen denn mit 2 und rechnen mit dekadischen 


Logarithmen. 


log f + ke = Ket 

1—z 

Fur folgende 3 Versuche sind die Geschwindigkeitskonstanten 

I< berechnet. Sie sind ttberhaupt innerhalb eines einze]nen 

Versuchs unabhiingig von der Zeit, obwohl die einzelnen Ver- 

suchsreihen mit verschiedenen Komplementmengen und Tem-. 

peraturen angestellt sind, wihrend die Reaktionskonstanten 1. 
Ordnung mit der Zeit Jeicht ansteigen. 


TABELLE I. 


Komplement = 1.5 M.H.D. 
Temperatur = 22°C. 


k = 0.77 
. A x 1 1 eee! 1 sae 
ee = 7 piety ea Oe eres 
5 0.51 0.49 0.1020 0.0620 0.140 
10 0.83 0.17 | 0.0830 0.0770 0.141 
15 0.95 0:05 | 0.0638 0.0867 0.135 
20 0.99 0.01 0.0500 0.1000 0.139 


Am = 0.139 
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TABELLE II. 


Komplement = 1 M.H.D. 
Termperatur = 22°C, 


3 1 alt 1 1 x 
t (Min.) ¢ 7 ze —log —— =O 
: t pei a ee 
6 0.40 0.60 0.0666 , 0.0370 0.104 
ab! 0.69 0.31 0.0627 0.0462 0.109 
14 0.78 0.22 0.0557 0.0470 0.103 
1 0.87 0.13 0.0512 0.0521 0.103 
20 0.92 0.08 0.0460 0.0548 0.101 
23 0.96 0.04 0.0417 0.0608 0.103 
26° 0.98 0.02 0.0377 0.0653 0.103 
28 0.99 0.01 0.0354 0.0714 0.107 
Kn=0.104 
TABELLE, TL. 
Komplement = 1 M.H.D. 
Temperatur = 30°C. 
(j=l 
t (Min.) ¢ 1-2 1 Le 
: ; log; as log-— tk 
o 0.44 3.06 0.147 0.0839 0.231 
5 0.72 0.28 0.144 0.1106 0.255 
7 0.86 0.14 0.123 0.1220 0.245 
9 0.95 0.05 0.106 0.1446 ORS 
11 0.98 0.02 0.089 0.1545 0.244 


Km = 0.245 
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Nun wollen wir untersuchen, ob x (berechnet) mit (beo- 
bachtet) Ubereinstimmt. Ich wende hier ein graphisches Ver- 
fahren an, um x (berechnet) zu finden. 


a ds 


1 
loge 
- a ea 


—log(1—z) + ke = Kt 


+, 


1» Y=kx-K,t 


+X 


i} 
| 
| 
l 
\ 
i 
| 
| 
' 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
' 
| 
| 
ie Y=log(1l-x) 
| 
| 
| 
\ 
| 
| 
| 
| 


Fig. 3. 
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Setzen wir 

logd—-2) =ke-—K-t=y, 
so muss x die Wurzel sowohl der Gleichung: y = log(1—z), 
als auch y = kx—K+t sein. 

In Figur 3 zeigt also auf der X-Achse der Punkt, wo die 
logarithmische Kurve und die gerade Linie sich schneiden, den 
Wert x (berechnet) an. Wir kénnen graphisch die logarith- 
mische Kurve, y=log(1—2), Punkt fir Punkt genau konsiuieren. 

Und, da y = ka—K‘t ist, 
| Kl 

k 
und-f0e “we O- +a a ee: 


fir yao, eS 


Also stellt die 2 Punkte, y=0, 2 = u und 2 0; y= 


—K+t, bindende Gerade eine geradlienige Funktion y = kx—K-t 
dar. 

In folgenden Tabellen bemerkt man die gute Ubereinstim- 
mung zwischen den beobachteten und den durch oben erwihntes 
Verfahren ermittelten Werten. In Tabelle VII und VIII fin- 
den wir nur am Anfangsstadium der Reaktion Abweichungen 
der beobachteten Werte von den berechneten. 


TABELLE IV. 


. A Differenz 
t a (berechnet ) x (beobachtet) ig eoliece bereeln) 
5 0.505 0.51 +0.005 
10 0.825 0.83 +0.003 
15 0.955 0.95 —0.005 


20 0.99 0.99 0 
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TABELLE V. 


t P ; | Differenz 
a (berechnet) x (beobachtet) | @ peak = a berenea) 
6 0.40 0.40 | 0 
11 0.67 0.69 | +0.02 
14 0.78 0.78 0 
il76 0.87 0.87 | 0 
20 0.93 0.92 —0.01 
23 0.96 0.96 0 
26 0.98 0.98 | 0 
28 0.99 0.99 | 0 
TABELLE YI. 
a 5 ; Differenz 
‘ ey renal) « (beobachtet) (x beob. —a berech.) 
3 0.465 0.44 —0.025 
5 0.70 0.72 +0.02 
th 0.86 0.86 0 
9 0.945 0.95 | +-0.005 
Tl 0.98 0.98 0 
TABELLE VII. 
Komplement = 1 M.H.D. 
Temperatur = 22°C. 
Kin=0.107 
t @ (berechnet) x (beobachtet) wv beob. =. berech. 
6 7 ol 0,54 —0.07 
9 0.585 0.60 +-0.010 
12 0.72 0.72 | 0 
15 0.8395 0.84 +0.005 
18 0.905 0.89 —0.015 
21 0.95 0.94 —0.01 
24 0.975 +0.005 


0.98 
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TABELLE VIII. 


Komplement = 1,2 M.H.D. 
Temperatur = 22°C. 


Kn=0)1270 
if a (berechnet) x (beobachtet} a beob. ~— x berech. 
6 0.48 0.40 — 0.08 
9 0.67 0.68 +0.01 
12 0.81 0.82 +0.01 
15 9.90 0.91 +0.01 
19 0.965 0.96 —0.005 
22 0.985 0.98 —0.005 
TABELLE IX. 
Komplement = 1M.H.D. 
Temperatur = 22°C. 
1 1 x 
t beob. | x fa ines = = —-4— 
a beob.| #berech. | 1—x ; 7 ay, K=- log ate 
6 0.46 0.485 0.54 | 0.0767 0.0446 0.121 
9 0.65 0.67 0.385 | 0.0722 0.0507 0.123 
105 0.83 0.81 0.17 0.0691 0.0641 0.133 
15 0.92 0.905 0.08 | 0.0613 0.0731 0.134 
18 0.96 9.955 0.04 | 0.0533 0.0777 0.131 
Zyl 0.98 0.98 0.02 0.0467 0.0809 0.128 
Km=0.128 
TABELLE XX. 


Durch langeres Aussetzen in Zimmertemperatur etwas schwach 
wirksam gewodenes Komplement. 


Temperatur = 22°C. 


t a beob. | 2 berech 1-xz SL oe 

i ee 
6 0.39 0.43 0.61 0:0650 0.0358 
9 0.61 0.605 0.39 | 0:0678 0.0454 
ie, 0.75 0.75 0.25 | 0.0621 0.0502 
15 0.87 0.85 0.18 0.0580 0.0591 
18 0.92 0.92 0.08 0.0511 0.0609 
21 0.96 0.96 0.04 0.0455 0.0666 
24 0.98 0.98 0.02 0.0408 0.0708 


1 il k 
K=~ logs—;.+ ; 


0.101 
0.113 
0.112 
0.117 
0.112 
0.112 
0.112 


Km=0.112 
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D, Die Anderung der Reaktionskonstanten mit 
der Komplementkonzentration. 


Wenn man die vorigen Tabellen, VII und VIII, beobachtet, 
80 kann man ersehen, dass die Geschwindigkeitskonstante fast 
proportional der Komplementkonzentration ist, indem bei diesen 
2 Versuchen die Geschwindigkeitskonstanten im Verhiltnis 
0.107:0.127=1:1.2, und die benutzten Komplementkonzentra- 
tionen im Verhialtnis 0.75:0.9=1:1.2 stehen. 
Experiment 11 (Tabelle XI), so angestellt, dass zu 80 cem von 
1.5 % sensibilisierten Blutkérperchen 0.6 ccm von 4 fach verdiin- 
tem Komplement hinzugeftigt werden, die man bei 25°C. reagie- 
ren lasst, zeigt die Geschwindigkeitskonstante 0.200, wihrend 
das mit doppelt so viel Menge Komplement angestellte K=0.412 
zeigt, was ungefaihr zweimale so viel ist. 
Kurz zusammengefasst, die Geschwindigkeitskons ante ist 
proportional der Komplementkonzentration, wie Tabelle XII 


illustriert. 
TABELLE XI. 
Komplement = 1 M.H.D. 
Temperatur = 25°C. 
1 alt 1 £ 
h. | xbeob.| 1- 3 g = Bee 
t a berech. | x beo x : log es Ke ; logs: ; 
5 0,60 0.60 0.40 0.1200 0.0796 0.200 
8 0.83 0.84 0.16 | 0.1050 0.0995 0.205 
11 0.945 0.95 0.05 0.0864 0.1188 0.205 
14 0.983 0.98 0.02 | 0.0700 0.1214 0.191 


Kn =0.200 
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TABELLE XII. 


. ae ene Verhiltnis d 
Reaktions- Verhdltnis der Geschwindigkeits- Geneh e 
temperatur | Komplementkonz. konstante keitskonstante 
; 1 0.107 1 
L= 220. 1.2 | 0.127 1,191.2 
er 1 | 0.200 Eeag 
T=295°C. » 0.412 2.06=2 


E. Die Anderung der Reaktionskonstanten 
mit der Temperatur. 


Hier werden wir untersuchen, wie die Geschwindigkeits- 
konstante sich verhalt, wenn bloss die Temperatur der Reaktion 
sich aindert. 

Die Ergebnisse sind gezeigt in den Tabellen XIII bis XV 
und XVI, welche einen Uberblick tiber die Vorigen geben. 

Wie in Tabelle XVI klar zu sehen ist, ist die Gesohwin- 
digkeitskonstante bei 35°C. doppelt so gross wie bei 25°C., und 
bei 30°C. ca V2 mal so gross wie bei 25°C,, so dass die Reak- 
tionskonstante fiir eine Temperaturdifferenz von 10°C. sich zu 
verdoppeln scheint. 

Ks ist noch hinzuzufiigen, dass fiir den Eintritt der Reaktion 
nach der Vermengung der aufeinander wirkenden Stoffe eine 
gewisse Zeit erforderlich zu sein pflegt. falls diese Zeit kurz 
ist, kann man das Vermengungsmoment als das Eintrittsmoment 
der Reaktion betrachten. Wird sie nun aber betrachtlich gross, 
so miissen wir eine Korrektur anbringen, wie sie bei Versuchen 
in diesem Paragraphen beobachtet wird. 

Wenn wir z.B. beim Versuche XIV (s. Tab. XIV) den 
zeitlichen Verlauf der Hamolyse graphisch darstellen, so erhalten 
wir eine schon oben eingeriickte Kurve, welche zeigt, dass fiir 
den Eintritt der Reaktion 2.1 Minuten erforderlich sind. 

Muss solche Zeit in Betracht gezogen werden, so kann man 
die Konstante Jf zwischen je zwei beliebigen Zeiten t und 2 
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TABELLE XIII. 


Temperatur = 25°C, 


© ps ea ee pel oe 1 x 
2? bere)" PoP tS els og gy g 8s pop a ere ae 
5| 0.36 | 0.36°| 0.64 | 0.1636 0.0881 0.252 
10| 0.88 | 0.88 | 0.12] 0.1222 0.1279 0.250 
Km=0.251 
TABELLE XIV. 
Temperatur = 30°C, 
x - 8 1 1 > 1 ee 
i Vperecht ete: | 2a poe Greg etal eee ein eon 
3|/ 022 | 0.22 | 0.78] 0.2444 0.1199 0.364 
5 | 0.635 | 0.64 | 0.36 | 0.2207 0.1530 0.374 
7| 0.88 | 0.89 | 0.11 | 0.1816 0.1956 0.877 
9! 0.97 | 0.97 | 0.03 | 0.1406 0.2207 0.361 
Km=0.389 
TABELLE XV. 
Temperatur = 35°C. 
ah 1 1 1 (Chee 
i x 5 = He 
EN roreche | @ DeORali-*4 Fg gai Siae * min19 “fie toe 
3| 0.36 | 0.86 | 0.64] 0.3973 0.1762 0.504 
5| 0.815] 0.82 | 0.18 | 0.2645 0.2402 0.505 
7|° 0.97 | 0.97 | 0.03 | 0.1902 0.2986 0.489 


Kn =0,499220.5 


Versuche XIII bis XV sind folgenderweise angestellt: 
30ccm (1.5% Aufschwemmung der sensib. Eryth.)+0.6ccm (4 fach ver- 
diinntes Komplement) 
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TABELLE XVI. 


Temperatur IK + log + - Verhaltnis von K 
25°C, 0.251 1 
30°C.. 0.369 1.47 
35°C, 0.499 1.99 
ermitteln. Man benutzt dann die aus K = ig +h, w 
—% 


meistens k = 1 gesetzt wird, leicht ableitbare Gleithung 
K(t.—t) = —log(1—2z) + log(l—21) + 2-1, 
wo die Werte 2, und zz den Zeiten ¢, und ¢, entsprechen. 

Aus der durchschnittlichen. Reaktionskonstante kénnen wir 
also direkt die Zeit t) berechnen, welche der fiir den Eintritt 
der Reaktion erforderlichen Zeit entsprechen soll. 

Endlich, was die Wasserstoffionenkonzentration betrifft, ist 
sie konstant waihrend der hamolytischen Reaktion. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Menge der Verbindung der sensibilisierten roten 
Blutkérperchen ‘mit Komplement ist in der Regel ungefahr 
proportional den Konzentrationen der beiden Sfoffe. 

2. Das Hamolyse-Endprodukt hindert parallel seiner Kon- 
zentration das Komplement daran, sich mit sensibilisierten Blut- 
kérperchen zu verbinden. 

3. Die aus den oben angefiihrten Tatsachen abgeleitete 
Reaktionsgleichung ist formal gleich der einstweilen von Mi- 
chaelis tiber die Saccharase-Wirkung veréffentlichten, und 
der Wert x (berechnet), welcher durch das graphische Verfahren 
ermittelt werden kann, stimmt gut mit x (beobachtet) iiberein. 

Ausserdem gilt es einerseits Proportionalitaét zwischen Reak- 
tionskonstanten und Komplementkonzentration, anderseits auch 


eine gewisse Regelmassigkeit zwischen Reaktionskonstanten und. 


Reaktionstemperatur. 
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Angenommen, wie gesagt, dass die komplementative Wir- 
kung beim hamolytischen Vorgang sich wie die enzymatische 
verhalt, stimmt der zeitliche Verlauf der Hamolyse gewohnlich 
mit der Michaelisschen Formel itiberein. 

Its ist mir eine angenehme Pflicht, zum Schluss Herrn 
Prof. Dr, M. Nagayo und Herrn Prof. Dr. H. Hayashi meinen 
tiefsten Dank auszusprechen. Ich méchte auch an dieser Stelle 
Herrn Prof. Dr. T. Komoto und Herrn Prof. Dr. Z. Hatta 
fiir die bestindige warme Teilnahme mit Rat und Tat bei der 
Ausftihrung dieser Arbeit meine innigste Dankbarkeit ausdriic- 
ken, ebenfalls Herrn Prof. Dr. S. Kakiuchi ftir die Durchsicht 
meiner Arbeit und die liebenswiirdige Anleitung. 
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I. InrropuctTioy. 


It is a well known fact that the preparation.of cystine, one 
of the biologically important amino acids, from hydrolysate of 
hair for the purpose ‘of various biochemical studies is not easy. 
Its yield is very scanty in many cases and it is very difficult 
to eliminate the defield tyrosin completely from the cystine 
obtained. In order to find the method, which can increase the 
yield of cystine from protein-hydrolysate, I feel the necessity of 
knowing the solubility of cystine under various conditions. For 
this purpose it is necessary to know the quantitative estimation 
of the whole amount of cystine in the liquid and the cystine 
remaining in the media after crystallisation. It has been regret- 
ted, however, that there was not any method of easy and accurate 
quantitative estimation. Recently, Okuda reported on the iodine 
method of the quantitative determination of cystine, and I adopted 
his method for my studies. I shall briefly describe here Okuda’s 


iodine method: 

After the hydrolysate of proteins by bydrochloric acid is decolorized by the 
addition of animal charcoal, and a small amount of zinc powder is put into 
the liquid, the cystine is reduced to cysteine as follows: 


CH,'S—S'CH, CH, 'SH 

| | , [ 

CH'NH, CH:‘NH, + 2H = 2% iba 

| | | | 

COOH COOH COOH 
Cystine Cysteine 
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Caustic soda solution is added to make the acidity of the liquid to 2 % hydro- 
ehloric acid solution. Into a certain amount of that liquid (20.0cc.) are added 
5.0cc. of a 5% potassium iodide solution and also 5.0cc. of a 4.0% hydro- 
chloric acid solution. When a potassium iodate solution having a certain fixed 
value (1/300 mol) is dropped into the liquid, iedine will be freed according to 
the following equation: 
5KI + KIO; + 6HCI = 3H,0+6I1 + 6KCI 

The freed iodine immediately acts upon the cysteine in the solution at room 
temperature, and cystine and HI are produced according to the following 
reaction: 


ao ae 
| 
oe + 2I = CHNH, CH'NH, + 2HI 
| | | 
COOH COOH COOH 
Cysteine iodine Cysteine 


When all the cysteine has been oxidised completely, the freed iodine from 
more than a drop of potassium iodate solution gives a yellow colour to the 
liquid. If this yellow colour should be left unchanged for one minute the final 
reaction is attained; and the amount of cystine is calculated from the amount 
of consumed iodate solution. 

Experimentally, if 4.65 cc. of a 1/300 mol potassium iodate solution is used 
0.01 gm. of cysteine (0.01 gm. cysteine = 0.0101 gm. cystine) will be completely 
oxidised: 

total amount of hydrolysats 
20°0 100 
4.65 * amount of protein 
employed in gm. 
= Cystine contents in % in the protein. 


consumed ce. of KIO, x 


It has been generally known that for the separation. of 
cystine, a certain H-ion concentration was necessary. I adopted 
the H-ion concentration test by the use of the indicator method 
and know that the pH optimum for the separation was pH=4.8. 
This fact has favoured the preparation of cystine to my satis- 
faction. According to the results of my long series of experi- 
ments, to make clear the necessary conditions for the separation 
of cystine, I have learnt that the kind of electrolyte which had 
been dissolved in the medium interfered to a considerable extent 
in the separation of cystine. Especially NaCl and Na,SO, aug- 
mented the solubility of cystine, while NH,Cl or CH; COO(N Hy) 
had little effect. In the routine method of the preparation of 
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cystine, NaOH or Na,CO,; had been employed for the lowering 
of the H-ion concentration of the hydrochloric acid hydrolysate 
of hair. In this case, however, the NaCl, which had been 
produced by the neutralization process, would augment the solu- 
bility of cystine, and interfere with its crystallization. For the 
lowering of the acidity of the their hydrolysate, therefore am- 
monium water should be employed. I also studied the influence 
of ethyl-alcohol on the solubility of cystine. I have devised an 
easy and fruitful method for the preparation of cystine, as 
compared with the hitherto known methods. 


II. InNFLvuENCE oF THE H-ION CONCENTRATION OF THE 
MEDIA ON THE SOLUBILITY OF CYSTINE. 


The crystallization optimum, or solubility minimum of the 
hardly soluble electrolytes which having acid and alkaline reac- 
tion, amino acids etc., conforms with the isoelectric points, which 
fact has been pointed out by Michaelis and Davidsohn. 
Recently Sano carried out an investigation on the solubility of 
leucin, tyrosin and cystine, which are hardly soluble amino 
acids, at various H-ion concentrations and supported the theory 
of Michaelis and others. Having been assured of the fact that 
the solubility of cystine oscillated according to the concentration 
and kinds of salts dissolved in the media (as it is stated in 
Section III), I tested the solubility of cystine at various H-ion 
concentrations of media, the salt concentration of which had 
been put ‘at a certain fixed value. From the results, I have 
learnt the fact that the solving curves of cystine at the certain 
fixed concentrations of salts obtained by employing divergent 
H-ion concentration were almost indifferent to the kinds and 
concentration of salts; and they were allsimilar. The amount 
of residue cystine dissolved in the medium after the separation 
of cystine oscillated only according to the variations of the H- 
ion concentration of the medium. 
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A. Solubility of cystine at the various H-ion concen- 
trations (in a 0.046 mol NaCl media.) 


A series of test tubes are filled each with 5.0 cc. of a 1.0 % 
cystine hydrochloric acid solution (1.0 % HCl) and then a few 
drops of indicator added. They were then warmed in the water 
bath (which process had been applied to prevent immediate 
crystallization). Into the liquid is then dropped enough of a 
0.1 mol caustic soda solution to attain the lowering of the H-ion 
concentration to the desired H-ion concentration. Then distilled 
water and a 0.5 mol NaCl solution are added in adequate pro- 
portions to make the NaCl concentration of each test tube to be 
0.046 mol, and the total amount of each test tube to be 30.0 cc. 
by adding of 0.046 mol NaCl solution. The tubes are then 
cooled for one hour in an ice and NaCl mixture (at 0°C), and 
the cystine is crystallized. The contents of the tubes are then 
filtered through a small piece of filter paper and then a certain 
amount of the filtrate (viz. 10.0 cc.) is withdrawn into a test tube 
and the amount of cystine is estimated according to the method 
of Okuda, as described above. 


TABLE I. 


Solubility of cystine at the various H-ion concentrations 
(in a 0.046 mol NaCl solution). 


No. of test-tube il 2 % 4 5 6 7 8 9 


pH 161 26| 361461) 661-67 | 7.81 861 94 


Residue cystine % 0.168 


acts 0.070 | 0.062 | 0.049 | 0.059 | 0.045 | 0.064 | 0.195 | 0.427 
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Fig: abe 
Solubility-curve of cystine at the various H-ion concentrations 
(in a 0.046 mol NaCl solution). 
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B. Solubility of cystine at divergent pH in a 0.046 mol 
ammonium chloride solution. 
The following Table II shows the results of the test carried 
out after the same method as in Experiment A. the only 


difference being that a 0.046 mol of ammonium chloride solution 
is employed as the medium instead of the same mol solution of 


NaCl at the time of crystallisation. 
TABLE II. 


Solubility of cystine at the various H-ion conceutration 
(in a 0.046 mol NH,Cl solution). 


No. of test-tube 1 2 3 4 5 


pH Ty | RGR || BMG || etsy |] ken | CeRsy | icles |) kos) 


Residue cystine % i 
eka teats 0.138 | 0.068 | 0.057 | 0.049 | 0.056 | 0.040 | 0.051 | 0.346 
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Fig. 2. 
Solubility-curve of cystine at the various H-ion concentration 
(in a 0.046.mol NH,Cl solution). 
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Ill. INFLUENCE OF THE VARIOUS KINDS OF SALTS DISSOLVED 
IN THE MEDIA AGAINST THE SOLUBILITY OF CYSTINE. 


I have dealt so far with the relation of the H-ion concen- 
tration of the medium and the solubility of cystine. On the 
influence of salts upon the solubility of cystine or other amino- 
acids, however, there is no literature. [ have been convinced 
that in the preparation of cystine, there occurred oscillation 
regarding the yield of cystine by employing caustic soda or 
ammonium, which is employed for the lowering of the H-ion 
concentration of the HCl hydrolysate of hair. By my investiga- 
tion the fact was confirmed that NaCl and NH.Cl were the 
factors causing these oscillations. Therefore, I carried out ex- 
periments with a number of salts in special reference to their 
influence on the solubility of cystine at divergent concentrations 
of salts. 

I prepared media of divergent salt concentrations in which 
a certain amount of pure cystine was dissolved and the pH was 
fixed at 4.8 and cooled at 0°C. for one hour, during which period 
the contents were every now and then stirred and thus the 
cystine was made to crystallize. The results are shown in the 
following Table III, from which it will be seen that the higher 
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the concentration of NaCl was the higher the solubility of cystine, 
i, e, the separation is interrupted by the presence of NaCl. (see 
Table IIT). 

Then I employed NH,Cl and NH,C,H;0, instead of NaCl at 
‘divergent concentrations with the pH =4.8 after the same method 
as in the former test with NaCl. The results were that with 
all the divergent concentrations of these salts, the amount of 
the dissolved cystine in those filtrates was practically the same, 
or in other words, the presence of ammonium chloride or am- 
monium acetate had no affect on the solubility of cystine (See 
Table IV and V). 

In the next I tested the influence of ammonium sulphate 
and sodium sulphate upon the solubility of cystine. The results 
were, as are shown in the Tables VI and VII, that the higher 
the concentration of these salts was, the higher was the solubility. 
It may be concluded that both ammonium sulphate and sodium 
sulphate interrupted the separation of cystine (Tables VI and 
VIL): 

Fig. 3. shows the results of the tests given in Tables IlI— 
VII, in one chart, from which the influences of various salts 
contained in the medium upon the solubility of cystine will be 
conveniently seen for comparison’s sake. 


TABLE III. 


Influence of NaCl on the Solubility of Cystine. 


No. of test-tube 1 ZA 3 4 

NaCl concentra- 0.05 0.55 1.05 2.05 
tion in mol 

Dissolved cystine =o 0.061 0.070 

% in the filtrate 0.050 0.052 G 
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TABLE LY. : 
Influence of NH,Cl against the Solubility of Cystine. 
No. of test-tube ae 2 3 4 
NH Cl concen- Be 
CEon ain anol 0.05 0.55 1.05 2.05 
Dissolved cystine 
7 tw the! filteato 0.047 0.050 0.051 0.049 
TABLE V. 
Influence of CH,COO(NH,) on the Solubility of Cystine. 
No. of test-tube 1 2 3 | 4 
CH,COO(NH,) 
concentration 0.1 0.6 igi 2.1 
in mol a 
Dissolved cystine 
% in the filtrate 0.041 0.046 0.044 | 0.045 
TABLE VI. 
Influence of (NH,).SO, on the Solubility of Cystine. 
No. of test-tube |! 1 2 3 4 
(NH,),SO, concen- = S 
Fat tial ae 0.05 0.05 1.05 2.05 
Dissolved cystine 
of in the diicate 0.047 0.060 0.075 0.098 
TABLE VII. 
Influence of Na,SO, against the Solubility of Cystine. 
No of test-tube il 2 3 a 
Na.SO, concen- = iF 
tration in mol 0.05 0.05 1.05 2.05 
Dissolved cystine 22 
oF tithe olrare 0.050 0.060 0.082 0.125 
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Fig, 3. 
Solubility-curvyes of cystine at the various concentrations of 
divergent salts (at pH 4.8 and 0°C 1-hour). 
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From the above tests, it will be seen that though the H-ion 
concentration of the media should be kept at a certain value 
there occurs an oscillation in the solubility of cystine due to 
the influence of the two kinds and the concentrations of the salts 
dissolved. From the results of the experiments described in the 
previous articles, it can be stated that NaCl augmented the 
solubility of ¢ystine specially in its concentration, but ammonium 
chloride or ammonium acetate had no affect. Ammonium sul- 
phate and sodium sulphate, markedly augmented the solution 
of cystine. In other words, it may be said that Na- and SQ,- 
ions augmented the solubility of cystine especially when highly 
concentrated and interrupted the cystine separation, while NH,- 
Cl-and acet-ions had no affect on the solubility of eystine, even 
at a considerable high concentration. 
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IV. INFLUENCE OF ETHYL ALCOHOL UPON THE 
SOLUBILITY OF CYSTINE. 


I experimented to see how ethyl alcohol in the medium 
influences the solubility of cystine. The results are shown in 
the following Table VIII. It will be seen from the table, that 
the higher the concentration of the alcohol of the medium was, 
the lower was the solubility of cystine. Besides, it was noticed 
that by adding alcohol to the medium, the separation of cystine 
was accelerated. 

TABLE VIII. 


Influence of ethyl-alcohol upon the solubility of cystine. 


1 g/dl 
cystine ane 
No. of |solution ee were See NH,Cl Aleshol Residue 
ta Gna ute isti Is pH | Concen-|Aleohol | cvctine 
ie OSaHaT alcohol} lata j|solution tration % % 
HCl) ce. ce. ec. mol ft 
ce. 
1 5.0 10.0 0 5.0 4.8 0.05 jca.50 0.024 
2 ” 5.0 5.0 ? cB) ” 25 0.025 
3 = 2.5 75 5 ; A 12.5 | 0.032 
4 ee 1.25 8.75 5 a 33 6.25| 0.038 
| = — —_ = 
Control a 0 10.0 Pe 3 ss 0 0.047 
Fig. 4. 


Curve showing the influence of ethyl alcohol upon the 
solubility of the cystine. 
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Va INFLUENCE OF TEMPERATURE UPON THE SOLUBILITY OF 
CYSTINE, AND THE TIME IN CONNECTION WITH 
THE SEPARATION OE CYSTINE. 


As it is stated in Table IX, in the medium of 0.05 mol of 
NaCl, and pH=4.8 cystine was made to crystallize at divergent 
temperatures and then I estimated amount of the residue cystine 
in the filtrate. The results were that the higher the temperature 
was the higher was the solubility, although not very remarkably. 

In the next place, I tried to see what would be the con- 
nection between the duration of time and the amount of the 
yield of cystine at 0°C. and pH=4.8. The results are shown 
in the following Table No. X. , The time required for complete 
separation, as it will be seen from the table, oscillated according 
to the kinds and concentration of salts dissolved in the medium. 
In the medium containing ammonium chloride or sodium chloride 
(0.05 mol), the separation was complete in one hour at 0°C. 
When the table salt contents were higher, say 2.55 mol, the 
crystallization took place more slowly. while the amount of the 
residue cystine in the filtrate was more than in the former 
medium. 


TABLE IX. 


Influence of temperature upon the solubility of cystine. 


0.5 g/dl ; 
No. of ene solu- ee rae a Tempera-| Residue 
oO. tion (in a juti eeaOn pH ture cystine 
test tube 0.2 mol HCl) SO. A 10n. ee ( C.) % 
ce. 
1 5.0 5.0 0.05 4.8 0° 0.050 
2 ” ” 0 ” Din5 0.052 
3 10s; 0.054 
Ped 27 ” 9? 
4 ” a” ” o>? 15 2? 0.059 
5 ~ af 3 iy 205; 0.066 
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TABLE X. 


Influence of duration of time upon cystine separation. 


Duration of Residue cystine contents (%) 
time allowed (in various concentration Of various salts) 
No. of far 
test tube separation NaCl concentration NH,Cl concentration 
(0°C, and : 
pH=4.8) | 0.05 mol 2.5mol | 0.05 mol 2.5 mol 
1 1 hour 0.05 0.075 0.048 0.05 
2 12 hours 0.05 0.071 0.049 0.048 
3 24 =«Cs, 0.944 0.069 0.047 0.049 
4 3 days 0.048 0.068 0.047 0.047 
5 es 0.049 0.068 0.048 0.047 


= 


VI. STUDIES ON THE SEPARATION OF CYSTINE FROM THE 
HYDROCHLORIC ACID HYDROLYSATE OF HATR. 


So far I have experimented on the separation of cystine in 
a pure cystine hydrochloric acid solution. In this section, 
I will deal with the various conditions which influence the 
separation of cystine from the hydrochloric acid hydrolysate 
of hair. 

The horse hair was hydrolysed by 20 % hydrochloric acid. 
Decolorization was effected by the use of animal charcoal. Then 
it was distilled in vacuum, and the hydrochloric acid was then 
removed as completely as possible. Then the obtained material 
was dissolved in distilled water and an ammonium solution 
was added. 

The amount of the ammonium chloride in the medium at 
the time of the cystine separation was 1.5 mol, while the H- 
concentration was varied, and the separation was allowed to take 
place at 0°C. After complete separation took place, the residue 
cystine contents of the medium in the tubes were estimated. 
The solubility-curve was analogous to the ones shown above, 
the only difference being that the solubility of the cystine in 
each tube was far more than that in the experiments made using 
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a pure cystine solution. 

This fact induced me to consider that in the hair hydro- 
lysate, there are certain substance which remarkably interfered 
with the separation of cystine. 

In our next experiment, I employed ammonium and caustic 
soda for the neutralization of the hair hydrolysate. The am- 
monium chloride and the NaCl contents were both 1.5 mol. 
_ The separation was allowed to take place at pH=4.8 and 0°C. 
After complete separation the liquid was filtered and the residue 
cystine contents of the filtrate were estimated. In the ammonium 
chloride solution, the residue cystine contents were 1.26 95, but 
in the table salt solution they were 1.61%. It was that NaCl 
did more to interrupt the separation of cystine than ammonium 
chloride. 

By the use of alcohol in the proportion of 30 %, the residue 
cystine contents were 1.05 %, against the control 1.26 %. 

As for the connection between the duration of time and the 
complete separation of cystine it was found that in the presence 
of a 1.5mol, NaCl the residue cystine contents of the medium 
was 1.61 % after one hour and 1.35 % after 24 hours. On the 
contrary in a 1.5 mol NH,Cl solution, the separation of cystine 
was independent of the duration of time, because even_after an 
elapse of 24 hours, the further decrease of the residue cystine 
contents was only 0.02 %. 


VII. ON My IMPROVED METHOD OF CYSTINE-PREPARATION. 


A. The chief points of my improved method. 


(1) A 20% solution of hydrochloric acid was employed 
for the hydrolyzation of hair. A higher concentration than 209% 
would be unnecessary, because as in the routine method of the 
use of fuming hydrochloric acid for hydrolyzation, the HCl 
concentra tion of the medium would soon become about 20 9%. 
Even the boiling should be made with the flask provided with 
the reflux condenser. 
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(2) The hydrolysate was distilled in a vacuum in order to 
eliminate as much HCl as possible and a syrup-like fluid was 
obtained. By doing so the alkalies ermmployed for the ‘neutrali- 
zation were reduced to a very small amount in order to eliminate 
the interrupting action of the salts produced, which would 
necessarily arise from the abundance of the medium. 

(3) The use of ammonium water for the lowering of the 
H-ion concentration of the hydrolysate of hair. This was be- 
cause by the routine use of either caustic soda or Na2CO; there 
would naturally be produced table salt by the process of neutra- 
lization, which if in a considerably high concentration would 
interrupt the separation of cystine. In this case, therefore, it. 
would be necessary to add a copious amount of water’ to an- 
nihilate the influence of NaCl. which would on the other hand 
cause the loss of a large amount of cystine, which would remain 
in the medium as residue cystine. If, however, ammonium 
water should be employed for the neutralization, there would 
be produced ammonium chloride which would act less against. 
th. separation of cystine and the consequently where is a tolerably 
larger amount of yield. Again, if on the other hand in the 
manipulation. of the neutralization by the use of caustic soda 
solution, the medium should be made aikaline by error, there is 
more or less danger of destroying cystine. Moreover an isomeric 
substance would be produced, which is hardly crystalizable. 
Ammonium would not incur such an unwelcome effect. Lastly, 
ammonium chloride would augment the solubility of tyrosin 
and insure pure cystine. This was the reason for employing 
ammonium water for the neutralization. — 

(4) By the addition of alcohol in the proportion of 30% 
I not only could accelerate a cystine separation but lower the 
cystine solubility, which brings a higher yield of cystine. 

(5) The pH of the mediwm was made 4.8 by the use of 
the indicator bromeresol-green (0.04 9% B.C.G. solution). Up 
to pH 6.0 there was nothing remarkably different in the sepa- 
ration of cystine, and yet it would be nearing the optimal 
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crystallization point’ of tyrosin, and it would be apprehended 
that tyrosm might be crystallizaed together with cystine, and 
therefore to avoid this inconvenience, I made the reaction of the 
medium pH 4.8 at the time of the separation of cystine. 


B. The procedure. 


Washed and dried hair of the horse or human being can 
also be employed., But if wool should be. employed, especial care 
should be taken to remove the fat completely. Into 100 gm: of 
hair are added 300-500 cc. of a 20 % HCl solution. The mixture 
is boiled in a round basis flask provided with the reflux con- 
denser over a flame covered with asbestos mesh work for 7-10 
hours. 10-20 gm. of animal charcoal is then added and the 
contents are every now and then stirred and still further heated 
for about one half hour to completely decolorize it. Then they 

_ are cooled down and filtered through the folded filter paper. The 

filtrate is then distilled in vacuum in order to remove as much 
HCl as possible. When the liquid is almost like syrup, it is 
then dissolved in about 100 cc. of water and then about 50 cc. 
of a 90°%- alcohol are added. To the mixture is then added a 
10 % ammonium water solution to lower the H-ion concentration. 
Then the hitherto bréwn colored fluid of the hair hydrolysate 
becomes bluish. When this sudden change of colour is noticed, 
‘the adding of the ammonium water can be suspended and roughly 
speaking, the reaction of the liquid is then almost near the 
desired value of pH = 4.8. The accurate pH is, however, always 
made by the colorimetric test by adding a drop of a 0.002 2% 
solution of the indicator ‘‘ B.C. G.’’ in-a small amount of that 
liquid (1.0 cce.). 

The regulation of the reaction’is accomplished by the use 
of either ammonium water'or acetic acid to make the pH value 
of the medium just 4.8. Then the hydrolysate is cooled in the 
ice and table salt mixture at 0°C. for 2 hours, during which 
time the contents are stirred every now and. then to crystallize 
the cystine in the solution. (If the crystallization should be 
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allowed to go on for 24 hours, the yield will be somewhat aug- 
mented). Then the filtration is carried out by a sucking ap- 
paratus. The material obtained is the curded. cystine. The 
curded cystine thus obtained is then dissolved in as little amount 
of a 10 % ammonium water as possible and then the solution 
is made 2 times as much with distilled water. If the liquid 
does not decolorize completely, about 2 gm. of animal charcoal 
is added and stirred to effect decolorization. It is then filtered 
and by adding enough of 86 % acetic acid to lower the H-ion 
concentration, the solution thus obtained does not contain pig- 
ments as found in the initial hydrolysate of hair, and conse- 
quently the desired pH value can be obtained by testing with 
a piece of paper soaked with 0.04 % “‘ B.C.G. solution ’’. 

The regulation of the pH value is made after the same 
manner as in the preparation of the curded cystine. Then 
cooling and crystallization is allowed to take place. Cystine thus 
obtained is a. pure preparation. It is then filtrated with the 
sucking apparatus and washed with distilled water and dried. 
The total amount of cystine yield was 6.4grams. The cystine 
contained in horse hair as it was estimated after Okuda’s method 
was 11.07 %. This result obtained by my improved method 
proved that 60 % of the cystine contained in the horse hair had 
been recovered. This was the maximum yield obtained from 
horse hydrolysate. By further distillation of the filtrates, more 
cystine can be obtained. 


VIII. Concruston. 


1. In media in which is dissolved salts of certain fixed 
concentration the solubility of cystine varies according to the 
H-ion concentration of the media. And the solubility minimum 
of cystine conforms with the isoelectric points as supported by 
Michaelis and others. 

2. The solubility of cystine varies according to the con- 
centrations and kinds of salts dissolved in the media. NaCl, 
(NHs2SO, and NezSOs augment the solubility of cystine, while 
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NH.Cl and (NH,)C2H;02 have no affect. 

3. By the addition of ethyl-alcohol the cystine-solubility 
is decreased. , 

4. Under 20°C, the degree of temperature has little effect 
upon the cystine-solubility. 


5. The solubility of cystine in the hair-hydrolysate is quite 
different from that of a pure cystine-solution. 
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I. INTRODUCTION. 


Cystine is one of the biochemically important amino acid 
contained in proteins. Its presence or absence as well as its 
quantitative contents are the chief factors on which the judge- 
ment of the biological value of a given protein is established. 
Hopkins (1921) and his followers consider that cystine plays 
an important part in oxidation in living cells. Accordingly it 
will be a very consequential attempt to know the distribution 
of cystine in several proteins. It is, however, regretable that 
until very recently there has been no reliable quantitative esti- 
mation of cystine. 

In 1922, Folin and Looney (1922) proposed the colo- 
rimetric quantitative estimation of cystine, and Jones, Geredroff 
and Moeller (1924), dealt with the quantitative estimation of 
the cystine contents of several kinds of proteins after the 
former’s method. | 

According to a recent investigation of Okuda it has been | 
found that there are other substances than cystine, reacting 
positively to Folin and Looney’s colorimetric test, which 
interfere with the results and consequently too large figures 
would be obtained for the cystine content. Okuda (1924) 
proposed the iodine-method, which seemed to be an important 
invention in the quantitative estimation of cystine. His method 
is in short as follows:— 

The hydrolyzed liquid of protein by hydrochloric acid is 
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treated with animal charcoal to effect decolorization. Zinc powder 
is then added to the liquid and cystine is entirely reduced into 
cysteine. Then the liquid is made 2% hydrochloric-acid con- 
centration by adding caustic soda solution. A certain amount 
(viz. 20.0 cc.) of the liquid is put in a beaker to which are added 
5.0 ce. of a 5 96 potassium iodide solution and also 5.0 cc. of a 
4 % hydrochloric-acid. Into this mixture is dropped potassium 
iodate solution of a fixed value (1/300 mol). Iodine will then 
be freed according to the following equation: 


5KI + 6HCl1 + KIO; = 6KCl + 3H.0 + 6I. 


However the freed iodine immediately oxidizes the vere 
and converts it into cystine. 

Consequently, there will never be seen the color reaction 
so long as there is residue cysteine to be oxidized. If the yellow 
color due to free iodine does not fade in one minute the final 
reaction is said to be attained. Then the amount of cystine is 
calculated from the total consumption ye the potassium iodate 
solution. 

Okuda (1925) estimated 6 cystine contents of several pro- 
teins (Merk) on the market and he and his co-workers those of 
fishes. During the course of our studies on the conditions of 
the solubility of cystine, we retested Okuda’s method and were 
fascinated because of its being accurate and simpler than any 
other known methods and recommendable ones. “We carried 
out the study on his method on the time required for effecting 
complete hydrolysis of proteins and the concentration of the 
hydrochloric-acid. We have learned the fact that a tolerable 
amount of cystine has been absorbed by animal charcoal, which 
had been employed for decolorization. We therefore, attempted 
to modify his method by omitting the use of animal charcoal 
and employing starch solution for the titration of potassium 
iodate and we deciding the final reaction by the iodine-starch 
reaction. We carried out quantitative estimation of cystine in 
the several proteins which we considered to have a certain 
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significance in the biochemical point of view. They were all 
prepared by us. In the following, first, we are going to deal 
with the reasons for our proposed modification of Okuda’s 
method, and in the next, we will describe the cystine contents 
,of various kinds of proteins determined by our modified method. 


II. Reasons ror THE MopiricaTION oF OKUDA’S METHOD. 


Lxperiment 1.—Study on the concentration of the 
hydrochloric-acid employed for the complete 
hydrolysis of proteins. 

Into a series of Erlenmeyer’s flask was put ca. 10.0 em. 
of the horse hair desiccated at 105°C after the fat was removed. 
Is this was added 50.0 cc. of hydrochloric acid having various 
concentrations and boiled for 20 hours on the asbestos meshes 
providing with the reflux condenser. Then the quantitative 
estimation of cystine after Okuda’s original method was made. 
The results are shown in the Table I. 


TABLE I. 
Concentration of Amount of horse} Total amount of /Total cystine content 
HCl hair cystine found in horse hair 
% gm. gm. % 
10 % 10.02 0.308 | 3.08 
15 % 10.585 1.002 9.45 
20 % 9.439 1.019 10.80 
25 % 10.546 1.132 10.72 
30 % 10.385 1.109 10.63 
89% 10.194, 0.986 10.73 


From the table, it will be seen that when the concentration 
of HCl in the solution was over 20 % the restilts were almost 
the same and the maximum yield of cystine was obtained. 
When a portion of the hydrolysed liquid was withdrawn and 
tested for its acidity, the acidity of the solution which originally 
contained 25-35 % of HCl, was reduced to about 20%. We saw 
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from these results that 20% of HCl was the sufficient and 
necessary concentration to,effect complete hydrolysis of proteins. 


Experiment 2:—Study on the time necessary for the 
complete hydrolysis of proteins. 


In order to determine what would be the time of’ boiling | 
required to effect the complete hydrolysis of horse hair by the 
use of 20% HCl the following experiment was carried out. 
To the ca. 10.0 gm. of the fat-removed and desiccated horse hair 
were added 50.0cc. of a 20% HCl solution and it was boiled 
for 8-25 hours on the abestos meshes provided with the reflux 
condenser. To the boiled liquid was added enough water to 
make it up to the initial volume, and then the cystine was 
quantitatively estimated. The results are shown in the Table IT. 


TABLE II. 
Time for Amount of horse} Total amount of  |Total cystine content 
hydrolysis hair employed cystine found. ~ in horse hair 
hour gm. gm. % 
3 _ 10.472 0.701 6.69) 
7 10.130 1,121 11.07 
10 10.745 1.184 11.02 
15 9.863 1.105 11.12 
0) 9.440 1.020 10.81 
25 10.054 1.079 10.74 


From the table, it will be seen that the maximum yield 
of cystine was effected in 7-15 hours boiling, while in a longer 
period than this, viz. 20-25, the yield appeared somewhat to 
lessen. We. see, therefore, that 10 hours of boiling is enough 
for the complete hydrolysis of proteins. 


_Lxperiment 3.—Reason for omitting the animal charcoal used 
for the decolorization of the hydrolysate of proteins. 


It is a well known fact that animal charcoal absorbs many 


On a Modified Method of Okuda’s Cystine Estimation. 463 


dissolved substances from the solvent. We carried out the fol- 
lowing experiment to determine what amount of cystine should 
be absorbed by the animal charcoal which was employed for 
the decolorization of the hydrolysate of proteins. Into the beaker, 
which contained 50.0 cc. of a 0.02 % cystine solution (in 2 % 
HCl), were added various amounts of animal charcoal (1-10 gm.). 
The mixture was heated for a quarter of an hour and filtered 
through the folded filter paper. The residue on the filter paper 
was washed several times with a 2% hot hydrochloric acid 
solution, and the filtrate and washed liquid together were filled 
up to 100 cc. with a 2 % HCl solution. Cystine was estimated 
in this solution after Okuda’s method. The results are shown 
in the Table III. 


TABLE III. 
Amount of 0.02 % 3 
Animal charcoal | cystine eouee Total cystine sea hie 
employe found : S 
gm. (in a 2% HCl mg. pies. 
cc, 0 
50.0 (cystine a 
10.0 content 9.23 7.5 
10.0 mg.) 
7.5 a 9.41 5.6 
5.0 2 9.56 4.1 
2.5 2 9.70 see 
1.0 AA 9.85 2 
Control. 
0 3 9.97 
Calculated 
10.0 


From the table, it will be seen that the more animal char- 
coal employed, the less was the yield of cystine. In the instance in 
which as much as 10.0 gm.of animal charcoal had been employed, 
the loss amounted to ca. 7.5%. In the routine procedure, the 
amount of animal charcoal would be small and the amount of 
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cystine absorbed in it would not be very great, and yet it would 
not be wise to overlook it. 

The decolorization with animal charcoal is however indis- 
pensable in Okuda’s original method when the precise decision 
of the final reaction is desired. 


Experiment 4.—The use of the starch solution to make * | 
the final reaction precise. 


In certain cases the decolorization of the hydrolysate of 
proteins would be incomplete even with the use of a considerably 
large amount of animal charcoal. If the decolorization procedure: 
should be omitted in Okuda’s method, the hydrolysate would 
appear yellowish brown and the decision of the final reaction 
would be difficult in which the colour presented by the free 
iodine is taken as the index of the final reaction. If, however, 
the final point of titration was determined by the iodine-starch 
reaction for free iodine the decision would become much easier, 
even when the hydrolysate was highly coloured. 


II. DeEscrIpTioN OF OUR MODIFIED METHOD. 


The test material of ca. 5-10 gm. (fat-removed and dessicated 
proteins) is exactly weighed and to it is added about 5 times as 
much of a 20 % HCl solution and the mixture is then boiled 
for 10 hours on the asbestos meshes provided with the reflux 
condenser over low flame in order to effect. complete hydrolysis. 
The hydrolyzed liquid isthen cooled down, filtered and, mixed with 
a small amount of zinc powder and the reduction is allowed to 
take place in room temperature for one half hour to one hour. 
Air is then sucked through the liquid to clear it of the hydrogen 
sulphide contained. Zine powder is again added in order to 
reduce all the cystine, and then the liquid is filtrated through 
a small folded filter paper. It is then washed several times 
with hot water. With 1.0cc. of the liquid in a test tube the 
concentration of hydrochloric acid is titrated against the normal 
caustic soda solution. Then the acidity of the solution was 
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regulated to 2% HCl by the addition of the calculated amount 
of. 20 % caustic soda solution and the whole volume of the 
solution thus obtained is denoted by a ec. Then Be the 10.0 
ce. of this adfaived solution are added 2.5 cc. of a 5% potassium 
‘iodide, 3.0cc. of a 4% HCl solution and 0.5 cc. o a 0.5 % 
starch (in 36 9% NaCl solution) solution. 

The mixture is then titrated with a 1/800 mol potassium 
iodate solution and the reaction is said to be final, when the 
liquid becomes deep indigo in color by the addition of the last 
drop and does not change its color when allowed to stand for 
a short time, viz, about one minute. The consumption of the 
potassium iodate solution is denoted by x ce. 

Control test consists of the following procedure: <A prepared 
0.10 .% cystine HCl solution (in a 2 % HCl solution) is reduced 
by adding zine powder, the time allowed for the reduction 
being half an hour. 10.0 cc. of this liquid is then withdrawn and 
treated after the same manner as the test liquid. The amount 
of the potassium iodate solution required for this test is denoted 
by ycc.. The cystine contents of the test hiquid + can be calculated 
by the following equation: 
Oh ee of 

Yy i total amount of test material 
the test material in %. 

Notice: According Okuda’s iodine method, the influence 
of temperature on the KIO; solution consumption is great. 

- The error can be amended by .his temperature curve, but 
at a temperature higher than 25°C. the results do. not always 
agree with his temperature curve. We always carried out a 
control test with a certain amount of pure cystine with which 
test we determined experimentally the required consumption of 
potassium iodate solution for the controltest, and the calculation 
was made from the figure obtained in this control test without 
resorting to Okuda’s temperature curve, as above described. 


=cystine contents of 
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III. On tHe Test MaArTeERIALs. 


Most of the test materials were prepared ourselves after the 
routine methods described in text books. Edestin and casein 
were of Merk’s preparation. Gelatin was. obtained at the 
Japanese market. These were desiccated after the routine method. 
Hair was washed and completely freed from fat by ether treat- 
ment. Beef, chicken and salmon were'all bruised and com- 
pletely freed from fat and again desiccated. 


IV. ReEsuLTS OF THE CYSTINE ESTIMATION OF 
THE TEST MATERIALS. 


We carried out a quantitative estimation of the cystine 
contents of proteins after our modified method of Okuda’s as 
above described. The results we obtained are shown in the 
following table IV. in which the results hitherto obtained by 
previous investigators are also entered for comparison’s sake. 


TABLE IV. 
Teruuchi- Okuda’s 
Okabe’s repoit Folin Reports of previous 
Proteins report (Okuda’s Looney’s workers found 
(modified original report in literature. 
method). method). 
1. Serum albumin 1.58 = = 2.53 (Morner) 
2. Egg-white 2.01 1.95 = ee (Morner) 
: : se a Es .05 (Winterstein 
3. Milk albumin & Strickler) 
4. Serum globulin 1.64 — — 1.51 (Morner) 
5. Fibrin ! 1.48 1.29 3.50 1.17 (Mérner) 
6. Beef 0.66 — = = 
7. Chicken 0.64 — = = 
8. Salmon 0.58 — == = 
9. Edestin eS} nen7, 0.75 0.30 (Abderhalden) 
19. Legumin 0.90 0.40 = = 
11. Gliadin 2.19 — 2.32 0.59 (Osborn) 
ae ae 0.58 —_ 0.50 — 
13. Globin 0.61 — — 0.31 (Abde 
14. Gelatin 0.04 0.02 0.20 — ee 
15. Human hair 14.26 12.60 — 13.92 (MoOrner) 
16. Horse hair 11.07 _ — 7.98 (Abderhalden) 
17. Wool 9.12 10.40 7.80 7.30 (Buchtala) 
18. Casein I 0.33 0.13 0.25 0.10 (MGrner) 
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V. Concrusion. 


1. The cystine contents of proteins which we obtained by 
our tests were quite different from those recorded by others. 

2. The cystine contents of proteins which Folin and 
Looney obtained by their colorimetric method were somewhat 
larger than those we obtained. 

3. The results which Okuda obtained by his method 
agree on the whole with what we obtained. 
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HARNS VON KREBS-RATTEN. 
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(EKingegangen am 30. Dezember 1928.) 


EINLEITUNG. 


Die experimentelle Tierkrebsforschung hat sich um den 
heutigen Stand der Krebsuntersuchungen grosse Verdienste er- 
worben, sie ist aber sowohl wegen der Schwierigkeiten der 
kiinstlichen Erzeugung und Transplantation i im tierischen Kérper, 
als auch infolge de’ mangelhaften Materials noch nicht ausrei- 
chend, diese vollstindig in Klarheit zu stellen. 

Nun aber hat nach Yamagiwa’s erfolgreicher Arbeit zut 
Erzeugung kiinstlichen Krebses und seiner Uberpflanzung die 
Krebsforschung einen grossen Fortschritt in dieser Richtung 
gemacht. 

‘Auch im Anschluss an Warburg’s Untersuchungen des 
Stoffwechsels im Krebsgewebe folgt eine neue Errungenschaft, 
nimlich die Entdeckung des Hinflusses des Insulins auf die 
Krebsentwicklung. Diese hat den therapeutischen Methoden 
eine neue Richtung gegeben, und es bedarf wieder neuer, grosse 
Bestrebungen im Kampfe gegen den Krebs. 

Wahrend es nun fiir die pathologische und biochemische 
Betrachtung des Rattenkrebses eine Menge von Literatur gibt, 
sind Arbeiten tiber die chemische Analyse des Harns der nor- 
malen Ratten, besonders der Krebsratten, bis jetzt nur in stark 
beschranktem Masse verOffentlicht worden. 

Gerade fiir die Carcinomtherapie, wie ftir die Krebsforschung, 
iiberhaupt ist es besonders wichtig, eine analytische Untersu- 
chung des Harns von Ratten, welche als Versuchstiere:tberall 
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zur Verfiigung stehen, auszufiihren und eventuelle Stoffwech- 
selanomalien festzustellen, die sich auf Grund der Veranderung 
des Harns sowie auch des Blutes vermuten lassen. 

Eine so wichtige Untersuchung ist bis jetzt vernachlassigt 
worden, angenscheinlich wegen der kleinen Menge des Harns 
von Ratten und der Schwierigkeit ihn zu sammeln. 

Unter gelegentlichen Verbesserungen der Technik fiir Harn- 
ansammlung habe ich hier eine systematische Untersuchung 
der einzelnen Bestandteile des Harnes normaler sowie auch von 
Krebs befallener Ratten unternommen, um die Frage des 
Stoffwechsels beim Rattenkrebs klar zu stellen. 

Uber die allgemeinen Ergebnisse, auch die Vergleichungs- 
resultate der normalen und pathologischen Falle, werde ich im 
folgenden modglichst ausfithrlich berichten. 


MaTERIAL UND METHODE. 


Fiir die ganzen Versuche habe ich als Material ausschlies- 
slich junge, weibliche weisse Ratten gebraucht, weil bei ihnen 
mit Leichtigkeit die Uberpflanzung des Krebses erméglicht wird 
und zugleich ihr Stoffwechselzustand dem des Menschen sehr 
abnlich ist (Nach: Donaldson). Wor dem Versuche habe ich 
wochenlang die nichtschwangeren Ratten mit dem bestimmten 
Futter geztichtet, um die normalen auszuwahlen. Als Futter 
wurde Reiss, Gemtise und Wasser in einer bestimmten Menge 
gegeben. 

Die Vorrichtung fir Harnansammlung ist in Figur 1. 
schematischer Weise gezeigt. Sie besteht in der Hauptsache 
aus einem grossen Trichter und einem in ihn passenden Boden, 
welcher aus zwei Drahtnetzen gebildet ist, nimlich einem etwas 
gréberen und einem feineren. 

Es ist leicht begreiflich, dass man bei diesem Verfahren 
den Harn, ohne dass er stark beschmititzt ist, ansammeln kann, 
wenn Kot, Nahrungsreste und sonstiger Schmutz 6fters und 
sorgfaltig aus dem Drahtnetz weggenommen werden. 

Methodik. Ich habe den Harn von 10 Ratten gesammelt, 
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zwar sind je zwei Ratten in einem Kafig Fig. 1. 
gehalten und nach 4 Tagen die gesamten 
Harnnengen von Ratten zwecks_ einer 
Untersuchung genommen worden. 

Es ware natiirlich ideal, wenn man 
den Harn nur einer Ratte gebrauchen 
kénnte. Aber es legt immer viel 4 
Schwierigkeit und Unbequemlichkeit in 
seiner Ansammlung, weil es eine lange 
Zeit bendtigt, die zur Untersuchung 
gentigende Menge von Harn zu bekom- 
men. 

Wabhrend hier in der Ausgleichung 
der individuellen Verschiedenheiten bei 
meinem Verfahren ein Vorteil liegt, 
hat es aber zugleich den Nachteil, dass 
die Spezifizitaten des Harns der einzel- 
nen: Ratten im erkrankten Zustand ver- }- Futter. 12. WV ee 


s 


o. 
mischt wirden. 4, Harn. 


Immerhin wurden zunachst die durchschnittliche Tagesmenge 
des Harns einer Ratte, das spezifische Gewicht und die Reaktion 
bestimmt und die einzelnen MHarnbestandteile analytisch 
bestimmt. 

Zum Experiment habe ich Krebsstamm von Flexner 
gebraucht und in gewéhnlicher Weise immer den Tieren nach- 
einander tiberpflanzt. 

Folgende Analyse des Harns und des Krebsgewebes wurden 
ausgefiihrt. 

A) Analyse des Harns. 

a) Qualitative Bestimmung. 

1) Eiweisse, durch Reaktion von Sulfosalicylsiure oder nach der 
Hellerschen Probe. 
2) Zucker, nach der Trommerschen und Nylanderschen Probe. 

b) Quantitative Bestimmung. 


1) Gesamtstickstoff, nach Kjeldahl. 
2) Ammoniakstickstoff, nach Van €lyke und Cullen. 
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3) Harnstoffstickstoff, nach Van Slyke, Cullen, und mit Urease. 

4) Aminosdurestickstoff, nach der SOresen- und Henriqueschen 

Formoltitrationsmethode. 

5) Harnsdure- und Purinbasenstickstoff, colorimetrisch nach Y. — 
Kato. 

6) Allantoinstickstoff, nach der Plimmer- und Skeltonschen 
Methode. 

7) Gesamt P,O,, durch Uran-Methode. 

8) Chlor, nach Bang- und Larsson. 

9) Gesamtschwefel, nach Konschegg. 

10) Schwefel der Gesamtschwefelsdure und Atherschwefesdure, nach 
Salkowski. 
11) .Neutralschwefel, Gesamt-S—S der gesamtschwefelsdure. 
12) Natrium, Kalium, Calcium und Magnesium, nach Kramer- und 
Tisdall. 
B) Analyse des Krebsgewebes. 

1) Nachweis von Allantoinstickstoff in dem Krebsgewebe wurde nach 
der Wiechowskischen Methode in dem Presssaft oder 
Extrakt mit verdiinnter Kalilauge ausgefiibrt. 

2) Zur Bestimmung der verschiedenen Salze im Carcinomgewebe 
wurde das Gewebe nach Abderhalden’s Methode zum 
Veraschen gebraucht, und als salzsaure oder salpetersaure 
Lésung durch die oben beim Harn angewandte Methode 
bestimmt. 

3) Spezifisches Gewicht, bei Zimmertemperatur abgelesen. 

4) Das Durchschnittskérpergewicht wurde aus dem Gesamtgewicht 
der 10 Ratten berechnet. 


I. User pre HauprBEsTANDTEILE DES 
NORMALEN Harns. 


Die Tiere wurden wochenlang mit bestimmtem Futter ge- 
zuchtet, und die ganzen Harne wurden in der nachsten Wo- 
chen gesammelt, dann analysiert. Die Bestimmungen werden 
mit derselben Tieren nach 50 Tage langer Fiitterung wieder 
ausgefiihrt. 

Die Bestimmung des gesamten Stickstoffs, N H3-stickstoffs, 
Utstickstofts, Aminosiurenstickstoffs, Harnsaéure- und Purinba- 
senstickstoffs, Allantoinstickstoffs, sowie der gesamten Trocken- 
substanzen wurde gleichzeitig unternommen, damit im Jangeren 
Zeitverlauf Fehler méglichst vermieden wiirden. 
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Die Resultate sind in Tabelle I angegeben. In der Tabelle 
zeigt die Harnmenge die Durchschnittstagesmenge fir eine Ratte. 
Ké6rpergewicht zeigt das Durchschnittskérpergewicht. 


TABELLE I. 
Normaler Harn der Ratten. 
aoe al ie eee 
Korpergewicht i 67. g 133 g 
Harnmenge 0.6 ccm 1.0 ccm 
Spec. Gewicht 1.040 1.041 
Reaktion Sauer sauer 
Wassergehalt 92.3 % 92 % 
Trockensubstanz 0.0793 ¢ 0.081 
Gesamt-N 20.41 mg 23.15 
NH,-N 1.00 mg 1.31 
NH,-N 
Gen 48 % 5.6 % 
Harnstoff-N 16.33 mg 18.82 
U+-N 
GGeN - 80.1 % 81.0 % 
Aminosaure-N 0.82 mg 0.4 
| oe 1.5 % 1.6 % 
Harnsaure 0.23 0.21 
a % 100 Pa 4 0.9 % 
Purinbase-N 0.027 mg 0.03 
eR 5.100 0.13 % 0.1 % 
Allantoin-N Spur Spur 
Cl 2.01 mg 2.50 
Ges. P,O,; 13.97 14.88 
Ges. S 1.38 1.39 
Ges. H,S0,-S 1.26 1.25 
Athersch.-S 0.28 0.31 
Neutral-S 0.12 0.14 
Na . 1.31 1.48 
K 15.08 15.53 
Ca 0.07 0.08 
Mg 0.2 0.19 
Eiweiss — = 
Zucker == a 


eS" .—,. —ewrervv 
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Wie Tabelle I zeigt, gibt es zwischen beiden Analysenzahlen 
keinen Unterschied, die Menge der Hauptbestandteile des nor- 
malen Harns bleibt also ziemlich konstant. 


Il. Exnrtwuss pes Furrers AUF DIE 
ALLANTOINAUSSCHEIDUNG. 


Allantoin ist bei den meisten Tieren mit Ausnahme des 
Affen im Harn reichlich vorhanden, ich konnte es aber bet 
meinem Versuche mit Ratten nur spurweise im Harn nachweisen. 

Uber die Entstehung von Allantoin gibt es jetzt eine 
Anschauung, dass der Ringsteil von Harnsaure durch Urikase 
zersprengt wird, und nach dieser Annahme bekommt man 
Allantoin durch Oxydation von Harnsaure. 

Ausserdem scheint bei den Végeln Allantoin sich durch 


TABELLE II. 

Futter ohne ten Wet 

Milzpulver Futter mit Milzpulver 
Korpergewicht 71g 
Harnmenge . 0.8 ecm 17 cem 
Sper. Gewicht 1.039 1.053 
Reaktion sauer sauer 
Ges.-N 26.04 mg 46.20 mg 
NH,-N 1.49 mg 3.41 mg 
NH;-N 9 9 
Ges..N 5.6 % SEG 
Harnstoff-N 20.52 mg 36.73 mg 
U+t-N 
"Ges Ni 78.8 % 79.5 % 
Harnsaure-N 0.19 mg 0.31 mg 
a 0.7% 0.7 % 
Ges.-N Tso Bake 
Purin-N 0.08 mg 0.05 mg 
Purin-N iy 
Goa ne 0.1: % 0.1 % 
Allantoin-N spur 4.90 mg 
Allantoin-N 


Ges.-N 10.6 % 
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Zusammensetzung von Harnstoff und Glyoxylsiure bilden zu 
kénnen. Im wesentlichen wird es aber nur durch Urikase 
gebildet, und bei Ratten beruht es entwedet auf mangelhafter 
Aufnahme von Purinkérpern oder auf dem Mangel an Fer- 
menten wie bei Menschen. 

Deshalb habe ich hier die folgenden Untersuchungen an- 
gestellt, Finf Tage lang wurde jede Ratte mit pulverisierter 
Kuhmilz, welche kernhaltige Zellen sehr reichlich enthalt, und 
zwar téglich mit 3.0g gefiittert, dann erst wurden. ihre Harne 
gesammelt. 

Wie wir aus Tabelle II ersehen kénnen, ist die Vermehrung 
des Allantions immer von der Menge des eingenommenen Purin- 
kérpers abhangig, und infolgedessen ist es leicht zu glauben, 
dass den Ratten die Funktion der Allantoinbildung nicht fehle, 
sondern es nur auf ihrer mangelhaften Aufnahme von Purin- 
k6rpern beruhe. 

III. HarnanatysE DER CarcinomM-RaTTEn. 
Versuch I. 

In Tabelle III sind die Ergebnisse an Carcinomratten 
tabellarisch angegeben. 

Die Grésse des Krebses ist sehr verschieden bei den ein- 
zelnen Ratten, und nach 40 Tagen der Uberpflanzung findet 
man innen eine Erweichung, auch eine feste Verwachsung an 
der Basis, nur ein einziges Mal habe ich bei einer Ratte eine 
metastatische tumoratige Veranderung der link2n Niere beobachitet. 
Beim Gesamtstickstoff, Ammoniakstickstoff und zugleich auch 
bei der Gesamtschwefelsdure hat sich eine allmahliche Vermeh- 
rung im Laufe der Zeit gezeigt. 

Aus diesem Ergebnisse ist zu ersehen, dass eine steigende 
Abspaltung des Eiweisses zugleich auch eine vermehrte Saure- 
bildung herbeiftihrt, und hier wieder eine Vermehrung des NH; 
bedingt,; um die Saéure zu neutralisieren. 

Hier wurde jeder einzelnen Ratte 3 Tage lang, und zwar 
tiglich pro Kilo je 1g zitronensaures Natron per os eingegeben 
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TABELLE III. 


Vor der Uberpflanzung 


——___ 


Nach der Uberpflanzung 


Erstes Mal | Zweites Mal| 20 Tage 40 Tage 

Korpergewicht 80 ¢ 82 ¢g 102 ¢g 142 g 
Harnmenge 0.93 ccm 1.09 com 1.4 ccm 2.2 com 
Spec. Gewicht 1.051 1.048 1.047 1.043 
Reaktion sauer sauer sauer sauer 
Wassergehalt 87 % 87.5 % 89 % 88 % 
Trockensubstanz 0.099 g 0.102 g 0.142 0.260 ¢ 
Ges.-N 32.13 mg 30.24 mg 41.58 mg 40.04 
NH,-N 0.99 0.81 1.62 1.98 

SE oh ea 2.6% 3.8 % 4.9 % 

Ges.-N 

Harnstoff-N 23.00 mg 22.88 28.68 28.13 

U+-N 

Ges..N x 100 74.6 %, 75.6 % 69 % 70.2% 
Amino, N 0.44 0.5 0.29 0.4 
pe 13% 1.6 % 0.7 % 11% 

AGS. 

Harnsdure-N 0.34 0.28 0°31 0.42 

U--N 

Ges * 100 » 1% 0.8 % 0.7 % 1.0 % 
Purin-N 0.09 0.08 0.1 0.16 

P-N 
CNG x 100 0:3 % 0.3 % 0.2 % 0.4 % 
Cl 5.25 6.50 6.05 4.13 
Ges.-P,0, 15.30 14.00 24.75 24.70: 
Ges.-S 1.71 1.64 3.47 3.98 
Ges.-H,SO, (S) 1.58 1.44 Ql 2.81 
Ather-H,SO, (S) 0.23 0.23 0.42 0.45 
Neutral-S 0.13 0.2 1.35 alia 
Na : 1.28 1.40 1.10 5.56 
Kk 22.54 20.04 20.75 36 30 
Ca 0.078 0.07 0.12 1.04 
Mg 0.18 0.12 0.15 0.83 

ees. nicht nicht nicht nicht 
Eiweiss u. Zucker nachweisbar | nachweisbar | nachweisbar’ 


nachweisbar 
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und NH;-Stickstoff im Harn gemessen. 

Bei dieser Untersuchung sind die Ratten, die schon 50 
Tage nach Krebsiiberpflanzung (voriger Versuch) lebten, als. 
Material gebraucht worden. 


TABELLE IY. 
Harn |Spez. . | Ges,-N NH,-N Ham-| [+N 
menge | Gew. Reaktion me. NH,-N ‘Ges at x 100 — Gein” 100 
3.3 ¢¢ | 1.086] Alkalisch |: 48.04 1.04 Bal YG 34.91 72.7 % 


Bei Eingabe von Alkali zeigt sich hier eine Verminderung 
des NH;-N, und nach diesem Resultate mitissen die gebildeten 
Saéuren vom eingegebenen Alkali neutralisiert und so eine 
Verminderung der NHs-bildung- hervorgerufen: worden sein. 
Harnstoff-N zeigt entsprechend der Menge des Ges.-N. eine 
Vermehrung desselben, wihrend es in seinem Prozentsatz eine 
gewisse Verminderung zeigt. 

Die Menge der Aminosiéiuren ist nach 20 Tagen vermindert 
und nach 40 Tagen wieder vermehrt, obgleich die des Purin- 
kérpers keine besondere Verdnderung gezeigt hat. 

Gesamt PO; vermehrt sich allmahlich mit dem Grosswerden 
des Krebses. 

Im allgemeinen entsteht die Gesamt-H.SO, hauptsichlich 
aus dem Schwefel im Eiweiss, bei steigender Spaltung und 
eleichzeitiger vollkommener Oxydation des Eiweisses wird die 
Ausscheidung der H,80, parallel mit dem Eiweissspaltungsprozess 
vermehrt, aber in unseren Fallen fand sich kein paralleles 
Verhalten zwischen der Ausscheidungsmenge von Ges.-N und 
Schwefelsdure. 

Bei Atherschwefelsiure findet man keine besondere Ver- 
mehrung. 

Neutral-Schwefel wird als Zwischenprodukt (wie Oxypro- 
teinsiure) bei ungentigender Oxydation der Hiweissspaltungspro- 
dukte sehr reichlich in dem Harn ausgeschieden. 
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Natrium wird bei Normalharn im Vergleich zu Kalium sehr 
drmlich nachgewiesen, und es handelt sich hier Hur um das 
Futter, da das Futter phosphorsaures Kali reichlich enthalt, 
und bei Erweichung des Krebses ldsst sich eine Vermehrung 
von Na, zugleich auch von Kali nachweisen. 

Calcium verhilt sich zu Magnesium bei normalem Harn 
wie Kalium zu Natrium, aber im spaéteren Stadium der Er- 
weichung wird Calcium reichlich in dem Harn auszeschieden. 

Magnesium verhalt sich wie Kalium. 


Versuch II. 


Bei diesen Gruppen, die Resultaten derselben in Tabelle V 
angegeben sind, waren im allgemeinen die Erscheinungen etwas 
leichter als die der ersten. 

Alle Befunde im Harn konnte ich auch als eine Ahnlich- 
keit zu den ersteren heobachten, nur zeigt der NH;-N.in diesen 
Gruppen eine leichte Verminderung, welche wahrscheinlich die 
Folge der verminderten Saurebildung ist. 

Wihrend es sich fiir den ersteren um Acidosis handelt, 
zeigt sich aber bei diesem Versuche Alkalosis an. Allantoin 
zeigte an sich eine bedeutende Vermehrung und es bedeutet 
hier gerade ein gesteigerte Spaltung des Kerneiweisses. 


Versuch ITT. 


Bei diesem Versuche,- wie in Tabelle VI angegeben, 
beobachtet man eine gesteigerte Ausscheidung.von Chlor mit der 
Vermehrung des Harns, wahrend sich bei Versuch II eine ver- 
minderte Chlorausscheidung auch mit verminderter Harnaus- 
scheidung gezeigt hat. 

Der NH;-N zeigt eine Vermehrung seiner Menge, in seinem 
Prozentsatz findet man dagegen eine leichte Verminderung, 
Schwefelsiiure vermehrt sich nicht besonders. 


Versuch IV. 
Bei diesem Versuche, dessen Resultate in Tabelle VII 


Korpergewicht 
Harnmenge 


Tumorgrodsse 


Spec. Gewicht 
Reaktion 
Wassergehalt 
Trockensubst. 


x 100 


Ges.-N 
Harnsaure-N 
U--N 
Ges.-N pa 
Purin-N 


P-N 
Ges.-N aay 


Allantoin-N 
Ges *100 
Cl 
Ges.-P,0, 

Ges.-S 
Ges.-H.SO, (8) 
Ather-H,80O, (8S) 
Neutral-S 

Na 

Kk 

Ca 

Mg 
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TABELLE V. 
Vor der Uberflanzung eiNagh der Uberflanzung 
Erstes Mal | Zweites Mal 30 Tage 50 Tage 
82 ¢g 79 g 90 g 117g 
1,5 ce, 1.4ce 0.94 cc 1.0 ce 
Le Grosse eines 
a kleinen 
8 Hiihnereis 
-1.024 1.032 1.050 1.054 
sauer sauer sauer sauer 
94.0 % 92.6 % 87.7 % 87 % 
0.0885 g 0.1023 0.1154 0.12 
23.00 23.77 29.00 29.40 
1.87 151 1.45 lentil 
8.1 % 6.5 % 5% 4% 
18.87 19.66 20.25 20.76 
82.0 % 82.7 % 715 96 70.6 % 
0.134 0.23 Spur 0.1 
06 % 0.9 % — 0.3 % 
0.27 0.31 0.17 0.19 
1.0 % 1.3% 0.6 % 0.7 % 
0.03 0.04 0.02 0.02 
0.13 % 0.16 % 0.07 % 0.07 % 
Spur Spur 2.54 1.80 
8.7 % 6% 
1.88 1.88 1.96 1.50 
14.55 15.90 19.20 21.00 
1.38 1.45 1.86 1.58 
Su 139 1.24 1.08 
0.15 0.19 0.23 0.27 
0.07 0.06 0.62 0.5 
1.89 1.54 3.01 3.72 
14.93 16.69 19.88 20.60 
0.06 0.07 0.09 0.21 
0.21 0.16 0.27 0.72 
nicht nicht nicht nicht 
nachvweisbar | nachweisbar nachweisbar | nachweisbar 
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TABELLE VI. 


Vor der Uberpflanzung | Nach der Uberpflanzung 


Erstes Mal | Zweites Mal 25 Tage 50 Tage 


Kérp. Gewicht 60 g , 61g Lit ee 140 g 
Urinmenge 0.7 cc 1.0cc 1.05 eem 2.5 com. 
Tumorgrésse ee ee 
Spec. Gewicht 1.086 1.033 1.063 1.028 
Reaktion sauer sauer sauer Sauer 
H,O-gehalt g 84.5% | 88% 84.8 % 92 % 
Trockensubstanz g 0.108 ¢g 0.12 g 0.16 g 0.195 g 
Ges.-N. 28.00 28.72 39.90 42.50 
NH,-N 2.44 261° 3.40 3.10 
SA 100 8.7 % 8.9 % 8.6 9% 7.8% 
 Ges.-N ee ne eye een 
Harnstoft-N 21.50 22.83 28.75 33.12 
re 
an 100 77 % 76 % 72 % 72.8 % 
Aminosauro-N 1.04 0.9 0.1 0.57 
any «100 3.7 % 3.1% 03 % 13% 
Harnsaure-N 0.34 0.3 0.29 0.34 
SF x10 1.2% 10 % 0.7 % 0.7 % 
Purin-N 0.04 0.04 0.08 0.09 
NT 
GaN x 100 0.16 % 0.14 % 0.2 % 0:2 % 
Allantoin-N Spur Spur 3.83 4.02 
All-N 
“Gea * 100 9.6 % 9.5 % 
‘Cl 4.97 4.56 5.15 5.17 
‘Ges.-P,05 14.00 14.02 93.75 24.15 
‘Ges.-S 2.08 2.01 4.05 3.71 
Ges.-H,SO, (S) 1.85 1.59 2.81 2.24 
Ather-H,SO, (8) 0.27 0.15 0.34 0.35 
Neutral-S 0.23 0.43 1.24 1.46 
Na 1.48 1.43 6.30 1.59 
K 18.96 17.3 % 33.25 20.58 
Ca 0.07 0.06 0.08 0.83 
Mg . 0.14 0.18 0.18 0.32 
Eiweiss u. Zucker nicht nicht nicht nicht 


nachweisbar | nachweisbar | nachweisbar | nachweisbar 
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Ko6rp. Gewicht 
Urinmenge 


Tumorgrosse 


Spec. Gewicht 
Reaktion 
H.,O-Gehalt 
Trockensubst. g. 
Ges.-N mg. 


Aminosaure-N 
A-N 

Ges.-N ce 

Harnsdure 


Ges.-N 
Purin-N 
P-N 
Ges.-N ze 
Allantoin-N 
All-N : 
Ges.-N =e £00 

Cl 
Ges.-P,O, 
Ges.-S 
Ges.-H,S0, (S) 
Ather-H.SO, (8) 
Neutral-S 


Mg 
Eiweiss u. Zucker 


TABELLE VII. 
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Vor der Uberpflanzung 


Nach der Uberpflanzung 


Erstes Mal | Zweites Mal} 25 Tage 50 Tage 
87 g 87 ¢ 152 g 198g 
0.83 ce 1.9 ce 2.0 cc 3.0 ce 
kleines Giinse} 
Hiihnerei ansel 
1.073 1.026 1.035 1.036 
sauer sauer sauer sauer 
85 % 92.9 % 90.4 % 86.6 % 
0.125 g¢ 0.134 0.195 g 0.467 
25.98 25.81 48.90 96.28 
2.49 Bou 2.02 4.07 
9% 9% 4.2 % 4.2% 
21.52 21.46 37.47 44.24 
82.9 % 83.1 % 76.6 % 46 % 
0.52 0.53 0.99 0.66 
2% DG DWE OT % 
0.37 0.3 0.37 0.44 
1.4 % 1% 0.8 % 0.5 % 
0.06 0.07 0.04 0.06 
0.2 % 0.2% 0.08 % 0.05 % 
Spur Spur 2.53 36.82 
sy Ws 38.2 % 
2.89 2.39 3.87 6.54 
15.03 14.70 24.90 43.80 
1.68 1.58 2.64 ALD D: 
1.52 1.44 1.45 252, 
0.22 0.28 0.34 0.57 
0.14 0.14 1.19 1.70 
1.45 1.24 DAY! 7.30 
13.75 14.62 24.27 51.10 
0.08 0.09 0.08 0.18 
0.19 0.22 0.35 0.73 
nicht nicht nicht nicht 
nachweisbar| nachweisbar | nachweisbar | nachweisbar 
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angegeben worden sind, waren die Tumoren ulzeriert und fest 
mit dem Boden verwachsen. Ausserdem war ein Fall, wo eine 
bis zum Peritoneum reichende Infiltration mit einem dickfliis- 
sigen Exsudat in der Bauchhéhle zu sehen war, 

Allantoin-N wird in diesem Versuche viel reicher als bei 
anderem im Harn ausgeschieden, und das bedeutet hier einen 
auffallend starken Zerfall der Kernsubstanz im Organismus. 


Versuch V. 


In diesem Versuche konnte ich keine besondere Veranderung 
beobachten. Wenn wir jetzt die obenerwaihnten 5 Versuche 
tibersehen, so kénnen wir mit Leichtigkeit feststellen, dass 
diese verschiedenartigen Verdénderungen des Stoffwechsels mit 
der Entwicklungsschnelligkeit des ‘Tumors wie auch mit dem 
Grade der Erweichung desselben parallel zu gehen schernen. 


IV. GEwEBE von RaTTENKARZINOM. 


Durch die erwaéhnten Untersuchungen des Harns habe ich 
eine allgemeine Erklarung-tiber Stoffwechsel der stickstoffhaltigen 
Substangen geben wollen. 

Nun werde ich hier eine chemische Untersuchung des 
Tumorgewebes vornehmen, da, wie ich glaube, die anorganischen 
Bestandteile des Harns mit dem Salzstoffwechsel des Tumors im 
Zusammenhang stehen. 

Der Krebs wurde 20, beziehungsweise 40 Tage nach Uber- 
pflanzung verwendet, und als Kontrolle habe ich auch die Leber 
und die Muskeln der mit Krebsiiberpflanzung behande!ten 
Ratten gebraucht. Um die Gewebe méglichst blutfrei zu machen 
wurde die Ratte durch Aderlass getdtet. 

Aus diesem Versuche konnte ich beobachten, dass der 
Wassergehalt im Krebs am reichsten ist, und ihm steht die 
Leber und der Muskel etwas nach. 

Wie schon bekannt, ist der H,O-gehalt in lebhaft wach- 
sendem Gewebe in viel grésserer Menge zu finden, und das 
bedeutet gerade eine steigende Funktion im chemischen und 
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Vor der Uberpflanzung 


Erstes Mal Zweites Mal 


—_— 


Nach der Uberpflanzung 


nachweisbar 


nachweisbar | nachweisbar 


25 Tage 50 Tage 

Korp. Gewicht 82 ¢ 84 ¢g 112 ¢g 188 g 
Urinmenge 0.92 ce 1.0 ce 0.8 cc 0.84 ce 
Tumorgroésse Taubenei Hiihnerei 
Spec. Gewicht 1.037 1.088 1.053 1.058 
Reaktion sauer Sauer sauer sauer 
H,O0-Gehalt in % 91 % 92 % 78.9 % 78 % 
Trockensubst. ¢. 0.089 ¢ 0.084 ¢ 0.164 g 0.214 ¢ 
Ges.-N mg. 23.87 mg 23.42 28.34 mg. 43.83 mg. 
NH,-N 1.36 mg 1.29 1.29 1.40 
NH,-N 
“Gea a tee 5.7 % 5.5 % 45 % By 
Harnstoft-N 19.43 19.55 18.09 32.52 

U+-N a 
“Ges-n * 109 81.4 % 83.5 % 63.8 9% 74% 
Aminosdure-N 0.14 0.11 0.19 1.19 
ee 100 0.6 % 0.5 % 0.7 % 2.9 % 
Ges.-N 
Harnsaure-N 0.22 0.24 0.15 0.22 
eS 00) 0.9 % 1% 0.5 % 0.5 % 
Ges.-N 
Purin-N 0.05 0.06 0.05 0.03 
ee 2100 0.2 % 0.2 % 0.18 % 0.07 % 
Ges.-N 
Allantoin-N Spur Spur 3.99 2.30 

All-N : 
Ss 14 % 5.2 9 
Ges.-N eu c ig 
Cl 2.95 2.32 1.79 2.05 
Ges.-P,0, 14.13 14.50 20.70 18.12 
Ges.-S 1.26 1.25 ef 2.21 
Ges.-H.SO, (8S) 1.08 1.04 1.16 1.18 
Ather-H,SO, (S) 0.23 0.24 0.41 0.38 
Neutral-S 0.18 0.21 0.61 1.03 
Na IES YA 1.38 et 2.35 
Kk 13.59 13.89 15.86 16.11 
Ca 0.08 0.1 0.09 0.24 
Mg 0.18 0.25 0.31 0.48 
Eiweisse u. Zucker nicht nicht nicht nicht 


nachweisbar 
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physikalischen Sinne, es erleichtert also den Transport der 
Nahrung oder das Wegfiihren der Abbaustoffe. 

Chlor konnte*ich in grosser Menge in Krebs nachweisen, 
etwas weniger in Muskel und Leber. 

In dem erweichten Krebs ist Chlor in noch grésserer Menge 
nachweisbar, dartiber braucht man aber nicht besonders zu 
erstaunen, da Chlor hauptsichlich in Gewebssaft zu finden ist. 

Gesamtphosphorsiure findet sich im Krebs ebensoviel wie 
im Muskel und sehr wenig in Leber. Wenn der Krebs in sich 
einen erweichten Teil enthilt, so ist sie sehr wenig nachzuweisen. 

Nach einem Autor verhilt sich der Stoffwechselzustand des 
Krebses alnlich dem des Muskels, beide enthalten eine grosse 
Menge von Glykogen. Im Muskel wird der Stoffwechsel anaerob 
ausgefiihrt und das Glykogen spaltet sich zu einem labilen 
Zwischenprodukt (Hexosediphosphat oder Lactacidogen), weiter 
auch zu Milchsiure und bei gentigender O,-zufuhr kebren grosse 
Teile von diesem. vielleicht auf demselben Wege wieder zum 
Zucker zuriick. 

Nach ‘Warburg’s Angabe wird der Stoffwechsel im Krebs 
anaerob fhnlich wie im Muskel EE und hier bildet sich 
auch die Milchsaure. 

Was den Phosphorsiuregehalt im Muske! und Krebs an- 
belangt, denke ich mir, dass sie eine ahnliche Wirkung. auf 
die Hexosediphosphatbildung in beiden Geweben ausfiihrt. 

Im Laufg der weiteren Erweichung des Krebses setzt sich 
der ‘Phosphorgehalt herab. 

Natrium findet sich am reichsten im Krebs und es besteht 
ein gleiches Verhalten des Chlors. 

Bei Kalium in Leber. und Krebs sieht man auch ein unge- 
fahr gleiches Verhalten, nur etwas weniger im Muskel. 

Kalium findet sich hauptsichlich in den Zellen, es ist also 
am reichlichsten in zellreichem Gewebe, besonders in wachsen- 
dem Gewebe zu finden. 

Wenn Krebs in Erweichung verfillt, so setzt sich der K 
gehalt immer herab. 
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Calcium steht aber in einem ganz umgekehrten Verhalten 
zu K, also bei steigendem Wachstum wird K, dagegen bei 
Degeneration Calcium sich vermehren. 

Calcium wirkt ganz im Gegenteil zum Kalium bei der 
Osmose auf die Zellmembran immer hemmend und herabsetzend 
auf die Zellfunktion. 

Damit wirken diese beiden Substanzen im lebenden Kérper 
ganz antagonistisch und regulieren die Funktion des Organismus. 

Magnesium hat ein 4hnlisches Verhalten wie bei K und 
wirkt nach Robin’s Angabe férdernd auf das Wachstum, deshalb 
ist es in wachsendem Krebs reichlich zu finden, bei Erweichung 
desselben setzt es sich aber wieder herab. 

Wahrend Allantoin reichlich im Harn ausgeschieden wurde, 
konnte ich es doch nicht in dem Krebsgewebe nachweisen. 


V. VERHALTEN ZWISCHEN DEN HAaRNBESTANDTEILEN DER 
AN KREBS ERKRANKTEN MENSCHEN UND RaTTEN. 


Es lasst sich noch heute sehr bestreiten, ob der Menschen- 
krebs mit dem Rattenkrebs identisch ist, deshalb muss es sehr 
interesant sein, eine systematisch-vergleichende Untersuchung 
auzustellen. 

In Tabelle X sind die Resultate an drei Gesunden und an 
drei Krebskranken augegeben. 

Die 3 normalen Falle habe ich absichtlich aus einer Familie 
ausgewahlt, um Verschiedenheit der Nahrung méglichst zu 
vermeiden, trotzdem aber hatte der dritte Fall an dem Vorabend 
eine grosse Menge eiweissreicher Nahrung bekommen und zeigte 
eine Variation beim Befunde des Harns. Deshalb werde ich 
ihn hier nur als Vergleich zum K drpereiweisszerfall beibringen. 

Beim ersten Krebsfalle entstand erst aus der Schleimhaut 
im Sinus maxillaris, spater durchbrach er das Os maxillare und 
bildete schliesslich ein Geschwiir im Gesicht. 

Der zweite Krebsfall war eine Kranke mit Magenkarzinom 
und schwerer Kachexie. 

Der dritte Krebsfall war wieder eine Kranke mit Magen- 
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krebs und Lebermetastase; Operation ist durch Gastroenteroan- 
astomose ausgefiihrt worden. 

Bei diesen 3 Krebsfillen konnte ich keine Gleichheit der 
Nahrung erwarten, also wire es nicht richtig, sie zur Verglei- 
chung heranzuziehen, aber doch kann man hier ein allgemeines 
Bild des Krebsstoffwechsels gewinnen. 

Ubersehen wir das Verhalten der N-haltigen Substanzen im 
Harn, so ist in dem Falle, wo keine Stérung der Leberfunktion 
vorhanden ist, die Ausscheidung der Schwefelsiure nicht be- 
sonders vermehrt, also auch nicht die NH;-ausscheidung. 

Bei der Aminosiure ist auch keine Vermehrung zu finden, 
obwohl die Eiweisspaltung gesteigert zu sein scheint. Bei an- 
deren Substanzen ist ein ahnliches Verhalten zu beobachten. 

In den einzelnen Salzen kann man ebenfalls eine auffal- 
lende Vermehrung ersehen, besonders bei Neutralschwefel sowie 
Phosphorsiure. 


Zusammenfassung. 


Die oben erwaihnten Resultate will ich im folgenden kurz 
zusammenfassen. 


I. Klinischer Befund. 


Nach Uberpflanzung des Krebses zeigt sich bei den Ratten 
im allgemeinen ein langsam vorschreitender Haarausfall, sie 
verlieren allmfihlich die Lust sich zu bewegen und zu fressen, 
schliesslich gehen sie, meistens‘nach 4-5 Monaten, zu grunde, 
wenn auch individuelle Verschiedenheiten der Natur in Betracht 
kommen. 


IT. Chemischer Befund. 


L) Normaler Harn. 

Durchschnittlich konnte ich taglich ca1,0ccm Harn von 
einer Ratte ansammeln. 

Der frische Harn reagiert immer sauer. Die Harnbestand- 
tcile in derselben Gruppe zeigen keine gréssere Schwankung an 
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sich, dagegen haben sie aber eine gewisse Schwankung zwischen 
den einzelnen Gruppen beibehalten. 

Eine Verminderung des Allantoins kann durch mangelhafte 
Aufnahme des Purinkérpers verursacht worden sein und einen 
verhiltnismissig reichlichen Gehalt an Phosphorséure, K und 
Mg; die Verminderung des Gehalts an Chlor, Na, und Ca, 
scheint vom Futter beeinflusst zu sein. 

2) Harnbefunde der Krebsratten. 

Die Menge des Harns geht ungefahr parallel mit der aus- 
geschiedenen Menge von Chlor einher. 

Die Grésse des Krebses steht in keiner Beziehung zu dem 
Befunde des Harns, doch hat der Erweichungsgrad einen grossen 
Einfluss auf die quantitative Veranderung der Harnbestandteile. 

Ges.-N vermehrt sich mit dem Fortschreiten des Krebses. 

NH;-N vermehrt sich der absoluten Menge nach, doch der 
Prozentsatz setzt sich etwas herab, darum ist eine Neigung zu 
Alkalosis zu bemerken. 

U-N zeigt im allgemeinen eine Vermehrung der Menge mit 
der des Ges.-N, dagegen im Prozentsatz eher eine Verminderung. 

Aminosiure-N setzt sich bei lebhafter Wachstumperiode in 
der Menge herab, und zeigt in dem spiteren Stadium wieder 
eine Vermehrung. 

Beim Harnsiure- und Purinbasen-N kann ich keine beson- 
dere Verdénderung beobachten, nur sind sie prozentuell ver- 
mindert. 

Allantoin-N zeigt Vermehrung, Gesamt-Schwefelsaure zeigt 
keine besondere Vermehrung und schwankt immer parallel mit 
NH;-N-Gehalt. 

Neutral-S vermehrt sich deutlich. 

Kalium, Calcium, Magnesium, und Natrium zeigen eine 
Vermehrung parallel dem Zustand des Krebses: Calcium ver- 
mehrt sich mit der Ausscheidung der Schwefelsdure. 

3) Befund des Krebsgewebes. 

Wasser, Chlor, Phosphorséure und viele andere Salze sind 
in bedeutender Menge in der Geschwulst enthalten, nur bei 
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schnell wachsendem Stadium ist Calcium verhiltnismissig spar- 
lich, za messen. In erweichtem Krebs zeigen Calcium, Chlor, 
und Natrium eine Vermehrung, Phosphorsdure, Kalium und 
Magnesium dagegen eine Verminderung. 


Erklairung. 


1) Beziehungen des Krebses zur Zersetzung des Eiweisses. 

In diesem Versuche, welcher unter den bestimmten Bedin- 
gungen ausgeftihrt worden ist, sieht man eine Vermehrung des 
Ges.-N als Folge der Uberpflanzung des Krebses. d.h. es zeigt 
sich hier gerade eine steigende Spaltung des Eiweisses. 

Harnstoff. Als das Endprodukt der Spaltung des Eiweisses 
ist Harnstoff ausgeschieden. 

Bekanntlich geht der Aufbau des Harnstoffes in der Leber 
vor sich, und die Entstehung kann zum Teil direkt durch 
Fermentwirkung (z.B. Arginin durch Arginase) aus Amino- 
siuren ermoglicht werden, andererseits kommt er aber hauptsich- 
lich durch Zusammensetzung von Kohlensiure und Ammoniak, 
die durch Desaminierung der Aminosaure entsteht, zustande. 
Die Vermehrung der absoluten Menge des Harnstoff ist in 
diesem Befunde ohne weiteres als Folge der gesteigerten Eiweiss- 
spaltung zu betrachten. Uber seine Verminderung im Prozent- 
satz fiir Ges.-N ist noch eine weitere Erklarung erforderlich. 

Bei Ubersicht des Befundes ist fir Allantoin-N eine auf. 
fallende Vermebrung festzustellen, und gerade die Vermehrung 
desselben ist wohl dazu angetan, eine relative Herabsetzung des 
Harnstoffes hervorzurufen : 

Also die als Zwischenprodukt der ungentigenden Desami- 
nierung von Aminosiuren entstandenen stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen und die als Neutralschwefel im Harn ausgeschiedenen 
Substanzen (Oxyproteinsiure. etc.) sind vermehrt und sind zu- 
gleich fiir die Herabsetzung des Harnstoffs im Prozentsatz verant- 
wortlich zu machen. 

Ammoniakstickstof': Im allgemeinen, mit Ausnahme des 
ersten Falls, zeigt NH;-N keine Vermehrung, es handelt sich 
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also um verminderte Bildung von Séuren, hauptsichlich der 
Schwefel- und Phosphorgiure, wahrscheinlich in Folge der 
ungentigenden Oxydation. 

Aminosiuren: Bei lebhafter Wachstumsperiode sind die 
Aminosiiuren im Harn vermindert, aber bei Zerfall beziehungs- 
weise Erweichung des Tumorgewebes ist die Ausscheidung der 
Aminosiuren im Harn vermehrt. 

Schwefelsdure und Neutralschwefel: Die beiden Substanzen 
stehen in direktem Zusammenhang mit der Eiweissspaltung, und 
eine mangelhafte Schwefelsiurebildung bei ungentigender Oxy- 
dation verursacht eine Vermehrung des Neutralschwefels, welcher 
‘als Zwischenprodukt der Eiweissspaltung zu betrachten ist: Nicht 
nur fiir schwefelhaltige Eiweissspaltung, sondern auch fir jede 
andere Hiweissspaltung kommt das Verhalten im gleichen Sinne 
zur Geltung. 

Purinkérper: Warnsiure und Purinbasen zeigen keine be- 
sondere Verdnderung beztiglich der Menge, wihrend bei Allantoin 
eine bedeutende Vermehrung zu sehen ist. Bei diesem Fall ist 
also die Spaltung des Kerneiweisses sehr gesteigert, und der 
Oxydationsprozess ist dabei gut abgelaufen. 

. Phosphorsaiure vermehrt sich beinahe parallel mit der Menge 
‘des Allantoins im Harn. 


ERGEBNIS. 


1) Bet der leichten Erweichung des Krebses. 

Ges.-N und U* vermehren sich in der Menge und zeigen 
die gesteigerte Spaltung von Kérpereiweiss. NH3;-N zeigt eine 
Verminderung in dem Prozentsatz zum Ges.-N und stellt hier 
eine leichts Alkalosis dar. 

Aminosiuren vermindern sich in der Menge. Harnsiiure 
und Purinbasen zeigen keine besondere Verinderuug. 

Bei Allantoin ist eine besondere Vermehrung in der Menge 
zu ersehen und es bedeutet hier eine gesteigerte Spaltung des 
Kerneiweisses. 


Ges.-Schwefelsiure zeigt verhiltnismassig nur geringe Ver- 
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mehrung in der Menge, dabei ist Neutralschwefel bedeutend 
vermehrt. Phosphorsiure vermehrt sich beinahe parallel mit 
dem Allantoin. Calcium wird bei gesteigerter Schwefelsiure- 
bildung vermehrt. 

2) Bet der stdrkeren Erweichung des Krebses. 

Die Aminoséuren und Salze sind vermehrt. 


Oben erwiihnte Resultate zusammenfassend kann man sagen: 

1. Der Krebs verursacht eine gesteigerte Spaltung des 
Kérpereiweisses, besonders eine hochgradige Zersetzung der kern- 
haltigen Zellen im Organismen. 

2. Wahrend die Eiweissspaltung im Laufe der Zeit uach 
der Uberpflanzung des Krebses als gesteigert zu bezeichnen ist, 
geht die Oxydation dabei ungeniigend vor sich, und die eyentuell 
giftigen Zwischenprodukte mégen eine weitere Anomalie in dem 
Hiweissstoffwechsel verursachen. 

3. Die bedeutende Vermehrung von Allantoin zeigt einen 
gesteigerten Kernzerfall. 

4. Entsprechend dem Erweichungsgrad in dem Krebs- 
gewebe werden die Salze sehr vermehrt im Harn ausgeschieden 
und es stellt einen atypischen Zustand von Salzstoffwechsel dar. 

5. Bei Krebs sowohl von Menschen als auch von Ratten 
sieht man eine dhnliche Veriinderung der Harnbestandteile. 

6. Der Phosphorsiiuregehalt im Krebs ist ebenso gross wie 
in dem Muskel. 

7. Bei Krebs muss man ein Absterben der Zellen auf der 
einen Seite, sowie eine Neubildung auf der anderen Seite an- 
nehmen, und damit ist es wohl zu erkliéren, dass trotz der 
gesteigerten Eiweissspaltung die Ausscheidung der Aminosiiuren 


vermindert ist. 


Ich méchte es nicht unterlassen, Herrn Prof. H. Hayashi, 
Herrn Prof. T. Komoto und Herrn Prof. Z. Hatta meinen 
herzlichsten Dank auszusprechen fiir die Anleitungen und An- 
regungen bei der Anfertigung dieser Arbeit. 
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